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1.  Einleitung
1.1.  ATP – Die zentrale Energiewährung der Zelle
Adenosintriphosphat, kurz ATP, ist die zentrale Energiewährung in allen Zellen.
Die zentrale Rolle der Substanz im Energiestoffwechsel wurde erstmals 1939
beschrieben (Kalckar, 1939; Lipmann, 1941, 1948, 1949). ATP ist ein Nukleotid
und setzt sich aus drei Bestandteilen zusammen: der Base Adenin, dem Zucker
Ribose und einer Kette von drei Phosphorylgruppen. Jede endotherme Reaktion
benötigt Energie und die Form, in der diese Energie in Zellen gespeichert und
transportiert  wird,  ist  ATP.  Die  Energie  wird  dabei  in  der  Bindung  der
Phosphorylgruppen  gespeichert.  Die  Phosphorylgruppen  sind  über
Phosphoanhydrid-Bindungen miteinander verbunden. Bei der hydrolytischen
Spaltung (Abb. 1) dieser Bindungen wird Energie freigesetzt, da sich zum einen
die negativen Ladungen der Triphosphateinheiten des ATP gegenseitig abstoßen
und zum anderen das Hydrolyseprodukt Orthophosphat (Pi) besser hydratisiert
und resonanzstabilisiert ist als die entsprechende γ-Phosphorylgruppe im ATP.
Dabei werden unter Standardbedingungen jeweils etwa 32,3 kj/Mol (Spaltung
einer Bindung) oder 64,6 Kj/Mol (Spaltung beider Bindungen) an Energie frei.
Unter  den  in  Zellen  vorherrschenden  Bedingungen  erhöht  sich  dieser
Energiebetrag sogar auf etwa 50 Kj/Mol (Neumüller, 1979)
Abb. 1: Strukturformel von ATP und der Reaktion zu ADP und
P(i).  Die  Spaltung  der  Bindung  liefert  unter  physiologischen
Bedingungen einen Energiebetrag von ca. 50 Kj/Mol.
ATP dient als zentrale Energiewährung auch zur Übertragung und Überführung
verschiedener Energieformen. Es bedient so unterschiedliche Reaktionen wie die
Synthese  von  anderen  Biomolekülen  (chemische  Energie),  BewegungenEinleitung 2
(mechanische Energie) oder auch den Transport von Stoffen (osmotische oder
elektrochemische  Energie).  ATP  ist  nicht  im  eigentlichen  Sinne  eine
Speicherform für Energie, denn der ATP-Umsatz in lebenden Zellen ist sehr hoch
(Cross, 1981).
Ein normaler Mensch setzt pro Tag etwa sein eigenes Körpergewicht an
ATP um, ein Marathonläufer bei seinem Lauf ca. 200 kg, der Körper verfügt
jedoch nur über ca. 35 g ATP (Neumüller, 1979) . Selbst eine Bakterienzelle setzt
pro Sekunde 2,5 Millionen ATP-Moleküle um, die Synthese von ATP kann auf
drei Wegen erfolgen, entweder durch Substratkettenphosphorylierung, durch
ionengradientengetriebene  Phosphorylierung oder  durch  Decarboxilierung
(Dimroth, 1997 #3384).
Bei der Substratkettenphosphorylierung wird ATP gewonnen, indem eine
Phosphorylgruppe im Verlauf von Stoffwechselvorgängen, beispielsweise der
Oxidation  im  Verlauf  der  Glykolyse,  auf  ein  Zwischenprodukt  des
Reaktionsweges und von dort auf ADP übertragen wird. Die Reaktion läuft nach
folgendem Schema ab (Abb. 2):
Abb. 2: Schema der Substratkettenphosphorylierung.  Auf  eine
Verbindung,  z.B.  Hexose,  wird  eine  Phosphatgruppe  übertragen,
dabei  wird  die  Verbindung  oxidiert.  Von  dieser  jetzt  oxidierten
Verbindung wird die Phosphatgruppe auf ADP übertragen. Es wird
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Die zweite Möglichkeit zur ATP-Gewinnung in Zellen ist die Nutzung eines
elektrochemischen Ionengradienten an einer Membran durch eine ATP-Synthase
(Abb. 3) (Mitchell, 1961 #3228).
Abb.  3:   Schematische  Darstellung  einer  ATP-Synthase. Die
Turbine wird durch den Ionenfluss am elektrochemischen Gradienten
der Membran angetrieben
er Ionengradient treibt eine Turbine an (FO Domäne des Enzyms) (Aris et al.,
1985;  Dimroth  et al.,  1998)  und  die  Turbine  treibt  einen  Generator  an  (F1
Domäne des Enzyms) (Cross, 1981). Der Generator setzt dabei die mechanische
Energie der Rotation in eine chemische Energie um und katalysiert so die
Reaktion von ADP + Pi zu ATP (Abb. 3). Die Energie, die zur Erzeugung eines
ATP benötigt wird, bezeichnet man als Phosphorylierungspotential (ΔGp) und
beträgt etwa 50-70 Kj/mol (Cross und Duncan, 1996). Wie viele Ionen durch die
Turbine strömen müssen, um ein ATP zu erzeugen, hängt unmittelbar vom
Membranpotential (also dem elektrochemischen Gradienten über der Membran)
ab. Bei einem physiologischen Membranpotential von –180 mV und einem ΔGp
von 50-70 Kj/mol werden etwa 3-4 Ionen benötigt, um ein ATP zu synthetisierenEinleitung 4
(Mukohata  et al.,  1986).  Diese  thermodynamische  Beziehung  wird  durch
Gleichung (1.) beschrieben.
ΔGp = -n * F * ΔµH
+ 
(Gl.1)
n= translozierte Ionen; F= Faraday-Konstante; ΔGp= 50-70 Kj/mol;
Δµ
(+)= -180 mV
Die ATP-Synthase kann aber auch rückwärts laufen und unter Verbrauch von
Energie (ATP) Ionen gegen einen Gradienten über die Membran pumpen.
1.2.  ATP-Synthasen – Rotationsmaschinen der Natur
ATP-Synthasen  sind  Rotationsmaschinen,  die  mechanische  Energie  in
chemische Energie umwandeln können. Die Kraft, die bei der ATP-Hydolyse
erzeugt wird, ist so stark, dass das Enzym ein Filament drehen kann, welches
eine so große Länge besitzt, dass es mit einem Mikroskop beobachtet werden
kann. In vivo erreicht das Enzym Drehzahlen von mehr als 2000 Umdrehungen
pro Sekunde (von Ballmoos et al., 2008a).
Die  ATP-Synthasen  weisen  als  essentielle  Enzyme  eine  hohe
Konserviertheit in ihrer Struktur (Abb. 4) auf. Allen gemein ist ein hydrophiler,
hexagonaler  Kopfteil  mit  den  katalytischen  Untereinheiten  sowie  ein
membrangebundener  Teil  mit  den  für  die  Ionentranslokation  zuständigen
Untereinheiten. Beide Teile werden durch zwei bzw. drei Stiele miteinander
verbunden (Abrahams et al., 1994; Boekema und Bottcher, 1992; Capaldi et al.,
1992; Ishii et al., 1993; Lingl et al., 2003; Vonck et al., 2009).
Derzeit werden drei Klassen (A-Typ, V-Typ und F-Typ) (Cross und Müller, 2004;
Grüber et al., 2001b) unterschieden, welche aber einen gemeinsamen Ursprung
besitzen (Gogarten und Taiz, 1992; Nelson und Taiz, 1989). Zu den am besten
untersuchten  zählen  die  F-ATP-Synthasen,  die  in  den  innerenEinleitung 5
Mitochondrienmembranen, den Thylakoidmembranen von Chloroplasten und in
Zellmembranen von Bakterien vorkommen. Weiterhin sind A-ATP-Synthasen
(Grüber et al., 2001a) aus Archäen und V-ATPasen (Forgac, 1992 #1568;Forgac,
2007 #5326), die in den Membranen von Vakuolen, Lysosomen, Endosomen und
synaptischen Vesikeln vorkommen, bekannt. Die meisten der bislang bekannten
Enzyme des V-Typs besitzen unter physiologischen Bedingungen lediglich die
Fähigkeit, unter ATP-Hydrolyse einen Protonentransport zu katalysieren. Eine
ATP-Synthese-Funktion für V-ATPasen konnte erstmals für die damals als V-Typ
klassifizierte (neuere Erkenntnisse zeigen, dass es sich um ein Enzym des A-
Typs handelt) H
+-ATPase aus Thermus thermophilus durch einen artifiziellen,
starken Ionengradienten nachgewiesen werden (Yokoyama et al., 2000). Allen
gemeinsam ist eine ähnliche Grundstruktur. Sie bestehen aus einem in der
Membran verankerten Teil und einem cytoplasmatischen Kopfteil. Beide Teile
sind durch Stiele miteinander verbunden (Boekema et al., 1999; Coskun et al.,
2004; Karrasch und Walker, 1999). Die Membrandomäne transloziert Ionen
durch die Membran (Fillingame, 1992; Schneider und Altendorf, 1987) und die
cytoplasmatische Domäne katalysiert die ATP-Synthese bzw. Hydrolyse (Cross,
1981; Forgac, 2000).
1.3.  Die F-Typ-ATP-Synthasen
F-Typ-ATP-Synthasen sind der am besten untersuchte Typ der ATP-Synthasen
(Girvin et al., 1998; Senior et al., 2002; Senior et al., 1995). Sie sind in der
Cytoplasmamembran von Bakterien, der inneren Mitochondrienmembran und der
Thylakoidmembran der Chloroplasten lokalisiert. Die bakteriellen F-Typ-ATP-
Synthasen  stellen  mit  wenigstens  acht  verschiedenen  Untereinheiten  die
einfachste  Klasse  der  ATP-Synthasen  dar  (Walker  und  Gay,  1983).  Die
Untereinheiten sind in zwei Domänen organisiert, in der cytoplasmatischen F1-
Domäne finden sich die Untereinheiten α3:β3:γ:δ:ε und in der membranständigen
FO-Domäne die Untereinheiten  a:b2:c10-15
  (Junge et al., 2009).Einleitung 6
Die  F1FO-ATP-Synthasen  aus  Mitochondrien  weisen  eine  leicht
abgewandelte Struktur auf. Die Untereinheiten δ und ε bilden zusammen eine der
bakteriellen ε-Untereinheit vergleichbare Funktionseinheit und der periphere Stiel
besteht statt aus δ und b2 aus dem sog. OSCP, F6 und b (Walker et al., 1995)
(Abb.4).
Abb. 4:  Modelle der F1FO-ATP-Synthasen aus Mitochondrien (links)
und Bakterien (rechts) nach Walker (Walker et al., 1995). Rechts:
Modell einer bakteriellen F-Typ-ATP-Synthase nach Weber (Weber
und Senior, 2000),  für Erklärungen siehe Text.
Von allen Untereinheiten, außer von der Untereinheit a, existieren mittlerweile
hochauflösende NMR- oder Kristallstrukturen.
Bei der durch ATP-Hydrolyse getriebenen Reaktion führt die Spaltung von
ATP zu einer Konformationsänderung in der β-Untereinheit der F1-Domäne,
diese  wiederum  treibt  die  γ-Untereineinheit  in  eine  120°  Rotation  im
Uhrzeigersinn.  Durch  die  alternierende  Anordnung  von  drei  α− und drei β-
Untereinheiten wird die γ-Untereinheit in vollständige Rotation versetzt. Die γ-
Untereinheit überträgt ihre Kraft auf den membranständigen c-Ring, welcher wie
eine Turbine die Ionen (H
+ oder Na
+) über die Membran pumpt (Capaldi undEinleitung 7
Aggeler, 2002). Bei den Ionen handelt es sich im Allgemeinen um Protonen, im
Fall  der  F1FO-ATP-Synthasen aus den Bakterien Propionigenium modestum,
Ilyobacter tartaricus, Clostridium paradoxum und Acetobacterium woodii um
Natrium-Ionen (Ferguson et al., 2006; Heise et al., 1991; Laubinger und Dimroth,
1988; Neumann et al., 1998).
Die Rotation der γ-Untereinheit im F1-Teil des Enzyms wurde erstmals
1997 experimentell visualisert (Noji et al., 1997), dazu wurden der mit einem
fluoreszenzmarkierten Aktinfilament an der γ-Untereinheit gekoppelte F1-Teil auf
einer Trägerplatte fixiert und die Rotation fluoreszenzmikroskopisch beobachtet.
Unter ATP-Hydrolysebedingungen konnte fluoreszensmikroskopisch direkt eine
Drehung des Filaments gegen den Uhrzeigersinn beobachtet werden (Noji et al.,
1997). Eine Verknüpfung mit der ε-Untereinheit lieferte identische Daten und
zeigte eine Verknüpfung   von γ und ε (Diez et al., 2004; Kato-Yamada et al.,
1998). Das ergänzende Experiment für protonengradientgetriebene Rotation
wurde  2004  durchgeführt  (Diez  et al., 2004). Hier wurde an in Liposomen
rekonstituierten F-Typ-ATP-Synthasen aus E. coli durch FRET (fluorescence
resonance energy transfer) eine Rotation im Uhrzeigersinn während der ATP-
Synthese gemessen.
1.3.1.  Größe der F-Typ-ATP-Synthasen
Die Gesamthöhe des F1FO-Komplexes beträgt etwa 190 Å, wobei der F1-Teil ca.
83  Å,  der  FO-Teil  58  Å  und  der  im  durch  die  Untereinheit  γ  gebildete
Verbindungsstiel zwischen F1
 und FO
 ca. 50 Å (Stock et al., 1999) misst. Der
größte  Durchmesser  des  F1-Komplex-Enzyms horizontal zur Membanebene
beträgt  ca.  90-114  Å  (Abrahams  et  al.,  1994;  Böttcher  et  al.,  1995).  Die
Durchmesser des durch die c-Untereinheiten gebildeten Ringes, der auch als c-
Ring bezeichnet wird, ist äußerst variabel. Je nach Anzahl der c-Untereinheiten
im Ring variiert dieser von 50-80 Å (Fritz et al., 2008; Matthies et al., 2009; MeierEinleitung 8
et al., 2005a; Pogoryelov et al., 2005; Seelert et al., 2003). Die Höhe des Ringes
beträgt ca. 73 Å.
1.3.2.  Struktur der F-Typ-ATP-Synthasen
Die ersten wichtigen Erkenntnisse über die Struktur der F-Typ-ATP-Synthasen
wurden vor allem durch Arbeiten mit der mitochondrialen F-Typ-ATP-Synthase
aus Rinderherzen gewonnen (Abrahams et al., 1996; Abrahams et al., 1994;
Gibbons et al., 2000; Menz et al., 2001; Orriss et al., 1996). Im Jahr 1994 gelang
eine hochauflösende Struktur (2,8 Å) von bovinem F1 (Abrahams et al., 1994).
Die  ersten  Strukturen  von  bakteriellen  F1-Domänen (Hausrath et al.,  1999)
brachten nur eine Auflösung von 4,4 Å, erst mit der Kristallisation einer F1-
Domäne aus E. coli (α3β3γ) mit verkürztem γ wurde eine hohe Auflösung von 2,1
Å  erreicht  (Gibbons et al., 2000; Rodgers und Wilce, 2000). Strukturen aus
Spinatchloroplasten  (Groth  und  Pohl,  2001)  und  aus  dem  thermophilen
Bakterium PS3 (Shirakihara et al., 1997) sowie aus Bacillus TA2 (Stocker et al.,
2007) lieferten ebenfalls wichtige Informationen für die Struktur der F1-Domäne.
Der  F
1-Komplex besteht aus drei α− sowie drei β-Untereinheiten,  die
abwechselnd  angeordnet  einen  hexagonalen  Ring  bilden.  Die
Sekundärstrukturen der α− und β-Untereinheit sind sich dabei sehr ähnlich, E.
coli α und β sind zu ca. 35 % homolog und zu ca. 20 % identisch (Walker et al.,
1984a).  Beide  Untereinheiten  bestehen  aus  einer  sechssträngigen  β-
Faltblattstruktur  am  N-Terminus,  einer  zentralen  Domäne,  welche  die
Nukleotidbindestelle enthält, und einem aus sieben (Untereinheit α) oder sechs
(Untereinheit β) α-Helices aufgebauten C-Terminus (Abrahams et al., 1994).
Die Bindung der Nukletide erfolgt zwischen den Kontaktflächen der α− und
β-Untereinheiten. Die drei katalytisch aktiven Bindungsstellen befinden sich dabei
in der β-Untereinheit.  Aus  dem  Zentrum  des  Ringes  aus  α3β3  ragt  die  γ-
Untereinheit,  bestehend  aus  zwei  antiparallelen  und  leicht  umeinanderEinleitung 9
gewundenen α-Helices. Der C-Terminus ist   etwas länger als der N-Terminus
und enthält mehrere hoch konservierte, lipophile Aminosäuren (Iwamoto et al.,
1991;  Iwamoto  et  al.,  1994;  Miki  et  al.,  1994a;  Miki  et  al.,  1994b).  Diese
interagieren mit ebenfalls lipohilen Aminosäuren in der α− und β-Untereinheit. Am
anderen Ende interagiert die γ-Untereinheit mit der ε−Untereinheit und bildet mit
ihr  den  so  genannten  „zentralen  Verbindungsstiel“  zwischen  der
cytoplasmatischen   F1- und der membranständigen FO-Domäne des Enzyms
(Wilkens und Capaldi, 1992; Wilkens und Capaldi, 1998a, b). Die Struktur der ε-
Untereinheit  war  anfangs  umstritten,  da  die  räumliche  Ausrichtung  des  C-
Terminus in verschiedenen Arbeiten stark voneinander abwichen (Gibbons et al.,
2000; Rodgers und Wilce, 2000; Tsunoda et al., 2000). Eine Erklärung für dieses
Phänomen stellte die Theorie einer regulativen Funktion der ε-Untereinheit bereit
(Tsunoda et al., 2001). Die ε-Untereinheit könnte durch Konformationsänderung
als eine Art Sperre wirken und so die Rotation des Enzyms und die ungewollte
Hydrolyse von ATP verhindern.
Außen wird die F1-Domäne durch die δ-Untereinheit stabilisiert. Diese
besteht  an  ihrem  N-Terminus  aus  sechs  ineinandergewundenen  α-Helices
(Wilkens  et al., 1997). Über den C-Terminus sind keine strukturellen Daten
verfügbar.  Ihre  Funktion  ist  die  Verbindung  des  oberen  Teiles  des  α3β3-
Komplexes mit der b2-Untereinheit (Wilkens et al., 1997).  Die Untereinheiten δ
und b2 bilden den peripheren Stiel.
Die  Untereinheit  b2  gehört  zur  membranständigen  FO-Domäne  des
Enzyms,  welche  außerdem  die  Untereinheiten  a und c10-15  enthält.  Die
Untereinheit b besitzt am N-Terminus einen stark hydrophoben Bereich, der die
Untereinheit in der Membran verankert. Der N-Terminus hingegen ist hydrophil
und ragt bis zur δ-Untereinheit herauf (Rodgers und Capaldi, 1998). Dabei ist die
Struktur der als Homodimer vorliegenden b2-Untereinheiten überwiegend α-
helical (Del Rizzo et al., 2002; Dmitriev et al., 1999). Die b2 Untereinheit ist an
ihrem  N-Terminus  mit  der  a-Untereinheit  verknüpft.  Über  die  Struktur  derEinleitung 10
Untereinheit a ist wenig bekannt. Die Sekundärstruktur der Untereinheit a aus E.
coli zeigt ein stark hydrophobes, 271 Aminosäuren großes Membranprotein. Die
Untereinheit besitzt möglicherweise fünf transmembrane Bereiche, die durch
zwei periplasmatische, extramembrane Schleifen und zwei cytoplasmatische,
extramembrane Schleifen miteinander verbunden sind. Nach den Modellen von
Valiyaveetil und Fillingame (1997) sowie von Altendorf (2000) befindet sich der
N-Terminus von Untereinheit a auf der periplasmatischen Seite der Membran und
der C-Terminus auf der cytoplasmatischen Seite (Valiyaveetil und Fillingame,
1997). Es wird angenommen, dass die Untereinheiten a und c gemeinsam an der
Protonentranslokation beteiligt sind (Deckers-Hebestreit und Altendorf, 1996;
Valiyaveetil  und  Fillingame,  1997;  Vik  und  Ishmukhametov,  2005).  Die  c-
Untereinheit  ist  mit  etwa  80  Aminosäuren  die  kleinste  Untereinheit  des
Enzymkomplexes mit einer Kopienzahl von 10-15, jedoch auch die zahlenmäßig
häufigste. Die Untereinheit wird aus zwei α-helikalen transmembranen Domänen
gebildet (Abb. 5).
Abb.  5:  Vergleich  der  Ionenbindemotive  der  F1FO-ATP-
Synthasen. Die Na
+-Bindestelle aus I. tartaricus (rechts) (Meier et al.,
2005a),  die  H
+-Koordination der F-Typ-ATP-Synthase aus der S.
platensis (Pogoryelov et al., 2009) (links).  Die Koordination findet bei
I. tartaricus und S. platensis zwischen zwei 8-kDa-c-Untereinheiten
(A&B) statt.
Die  Helices  sind  durch  eine  polare  Schleife  verbunden,  die  mit  den
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1997; Watts et al., 1995). Die beiden verbundenen Helices durchspannen die
Membran in einer haarnadelähnlichen Struktur, in deren Mitte eine polare Tasche
integriert ist, welche die Ionenkoordination ermöglicht (Abb 5). Essentiell für die
Ionenkoordination sind dabei stets die geladenen Aminosäuren Glutamat (Glu, E)
oder Aspartat (Asp, D). Diese befinden sich etwa in der Mitte der Membran, bei I.
tartaricus handelt es sich um E65.
Die Kopienzahl der c-Untereinheiten ist abhängig von der Spezies. Das
Enzym aus Spirulina  platensis enthält einen Ring aus 15 c-Untereinheiten
(Pogoryelov et al., 2005), die ATP-Synthase aus Spinatchloroplasten 
  enthält
einen  Ring  aus  14  c-Untereinheiten  (Seelert  et  al.,  2003),  die
natriumtransportierende F1FO-ATP-Synthase  aus  dem  Bakterium  Ilyobacter
tartaricus 11 c-Untereinheiten (Vonck et al., 2002) und die mitochondriale ATP-
Synthase aus Hefezellen sowie die bakterielle F1FO-ATP-Synthase aus E. coli
jeweils 10 c-Untereinheiten (Jiang et al., 2001; Stock et al., 1999). Dies hat
gravierende Auswirkungen auf die Energetik der F-Typ-ATP-Synthasen (Müller et
al., 2005a; Müller et al., 2005b), da die Zahl der c-Untereinheiten der Menge an
Ionen entspricht, die bei einer 360°-Rotation des Enzyms über die Membran
transloziert werden (Capaldi und Aggeler, 2002; Fillingame et al., 2002; Xing et
al., 2004). Die (pseudo-)dreifache Symmetrie im F1-Teil aller ATP-Synthasen
führt daher zu einem Verhältnis der transportierten Ladungen pro ATP, welches
der Anzahl der Ionenbindestellen im c-Ring geteilt durch 3 entspricht, denn es
werden pro vollständiger Rotation des Ringes bzw. der γ-Untereinheit im Kopfteil
des  Enzyms  3  Moleküle  ATP  gebildet.   Die  Variation  bei  der  Anzahl  der
Untereinheiten im c-Ring führt also auch zu einer Variation des Ionen/ATP-
Verhältnisses von 3,3 bei E.  coli bis hin zu 5 bei S. platensis. Die Ursachen
hierfür  könnten  in  der  Anpassung  der  jeweiligen  Spezies  an  verschiedene
Umweltbedingungen  liegen.  Ein  kleines  Ionen/ATP-Verhältnis  kann  für
Mitochondrien oder aerobe Bakterien von Vorteil sein, um ein möglichst hohes
ΔµH
+ bzw. ΔΨ zu erzeugen. Größere c-Ringe hingegen könnten eine geeignete
Lösung für die ATP-Synthese auch bei geringerem oder schwankendem ΔΨ sein.Einleitung 12
Eine Variation des Ringdurchmessers wurde erstmals  für den c-Ring aus E. coli
beschrieben (Schemidt et al., 1998). Spätere Untersuchungen zur Stöchiometrie
des  c-Rings  aus  E.  coli  konnten  diese  Untersuchungen  allerdings  nicht
bestätigen  (Ballhausen  et al.,  2009;  Krebstakies  et  al.,  2008).  Auch  die
bekannten hochaufgelösten Strukturen von c-Ringen sowohl aus F- als auch aus
V-Typ-ATPasen (Meier et al., 2005a; Murata et al., 2005; Pogoryelov et al., 2009)
deuten darauf hin, dass die  Geometrie der c-Untereinheiten die Ringgeometrie
vorgibt (Junge et al., 2009; von Ballmoos et al., 2008b).
1.4.  Die V-Typ-ATPasen
Im Gegensatz zu den F-Typ-ATP-Synthasen sind die V-Typ-ATPasen als reine
Ionenpumpen  in  eukaryotischen  Endo-  bzw.  Plasmamembranen  lokalisiert
(Nelson, 1992; Nelson und Klionsky, 1996; Wieczorek, 1992; Wieczorek et al.,
1999). Sie sind unter physiologischen Bedingungen nicht zur ATP-Synthese
fähig. Abbildung 6 zeigt den schematischen Aufbau einer V-Typ-ATPase.
Abb.6, Schematische Darstellung einer V-Typ ATPase. (Nishi und
Forgac, 2002), für Erläuterungen siehe Text.
V-Typ-ATPasen bestehen aus 14 Untereinheiten: A3, B3, C, D,E, F, Gx, Hx, a, d,
e, c, c´ und c´´ (vgl. Abb. 8). Die Struktur mit einem hexagonalen Kopfteil aus
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A3B3 ist dem F- und A-Typ vergleichbar. Die Stielstrukturen werden aus den
Untereinheiten C, D, E, F, G und H gebildet. Die eigentliche Verbindung des
Kopfteils  mit  dem  Membranteil  wird  von  der  Untereinheit  D  hergestellt
(Armbrüster et al., 2004; Grüber, 2005). Der Membranteil setzt sich aus den
Untereinheiten a, d, c, c´ und c´´zusammen. Die a-Untereinheit stellt dabei eine
Fusion der bakteriellen a- und b2-Untereinheiten (Forgac, 1999; Kawasaki-Nishi
et al., 2001) dar. Der Rotorring wird von den Untereinheiten c, c´ und c´´ gebildet
(Wang et al., 2007). Die Untereinheiten c und c´ ähneln einer verdoppelten c-
Untereinheit der F-Typ-ATP-Synthasen (Hirata et al., 1997; Hirata et al., 1990;
Mandel  et al.,  1988).  Jedoch  besitzen  diese  nicht  zwei,  sondern  nur  eine
konservierte  Ionenbindestelle.  Die  Untereinheit  c´´ hat fünf transmembrane
Helices mit nur einer Ionenbindestelle in der dritten Helix.
Alle Untereinheiten sind auch in dem Ring zu finden (Hirata et al., 1997),
wobei das Verhältnis aus je einer Kopie c´ und c´´ zu vier Kopien der Untereinheit
c  bestimmt  wurde (Wang et al., 2007). Das Verhältnis von Ionen zu ATP ist
damit  auf  2  determiniert.  Unter  Berücksichtung  des  physiologischen
Membranpotentials von ca. 180 mV (Butsch und Bachofen, 1984; Rottenberg,
1979) ist damit keine ATP-Synthese mehr möglich. Ein artifizelles Potential von
ausreichender  Größe  kann  dieses  Enzym  jedoch  auch  zur  ATP-Synthese
zwingen  (Futai  et al.,  2000;  Hirata  et  al., 2000). Hierbei wurden Potentiale
angelegt,  die  mit  etwa  400  mV  mehr  als  die  doppelte  Größe  des  in  vivo
anzutreffenden Membranpotentials aufweisen. Dieser Versuch zeigte aber, dass
nicht  das  Fehlen  von  Ionenbindestellen,  sondern  allein  die  Summe  der
translozierbaren Ionen pro Rotation und das Membranpotential für die Fähigkeit
eines Enzyms verantwortlich zeichnen.
Die Regulation der ATP-Hydrolyse ist bei diesen Enzymen besonders
wichtig und um eine möglichst effiziente Inaktivierung zu erreichen, kann der V1-
Teil vom VO-Teil reversibel dissoziieren (Wieczorek et al., 2000). Dieser Vorgang
ist  abhängig  vom  AMP/ADP-zu-ATP-Verhätnis  innerhalb  der  Zelle  (Qi  undEinleitung 14
Forgac, 2007). Da der Ionenkanal der VO-Domäne im dissoziierten Zustand nicht
mehr  zur  Ionentranslokation  imstande  ist,  kann  das  Membranpotenzial
aufrechterhalten werden.
Die meisten   V-Typ-ATPasen verwenden Protonen als Kopplungsion,
allerdings sind auch Na
+ verwendende Enzyme aus Clostridium fervidus (Höner
zu Bentrup et al., 1997; Kakinuma und Igarashi, 1994; Kakinuma et al., 1999;
Speelmans et al., 1994) als V1VO-ATPasen klassifiziert worden. In Abbildung 7 ist
die Struktur der Na-Bindetasche im c-Ring der Na
+-V1VO-ATPase von E. hirae zu
sehen. Die Ionenkoordination findet zwischen den Helices 3&4 der ersten und
den Helices 1&2 der folgenden 16-kDa-c-Untereinheit statt (Murata et al., 2005).
Abb. 7:  Die Ionenkoordination zwischen zwei c-Untereinheiten in
der V1VO-ATP-Synthase aus E. hirae (Murata et al., 2005).
1.5.  Die A-Typ-ATP-Synthasen der Archäen
Genau wie die Archea als Reich zwischen den Bacteria und Eucarya stehen,
stellen auch die A-Typ-ATP-Synthasen ein Bindeglied zwischen den F- und V-
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den V-Typ-ATPasen (Abb. 8), sind aber zur Synthese von ATP fähig (Ihara et al.,
1992; Yokoyama et al., 1998).
Abb.  8:   Modell  der  Untereinheitenzusammensetzung  für
archäelle ATP-Synthasen.  Modell der A1AO-ATP-Synthase mit 2
Heterodimeren H und E. Untereinheit a macht einen 90°-Knick.
Untereinheit  a verläuft  von  der  Membrandomäne  bis  zum
Verankerungspunkt am A1-Teil (Vonck et al., 2009)
Über die Struktur der einzelnen Untereinheiten ist wenig bekannt Das erste
archäelle  ATP-Synthase-Operon  wurde  aus  M.  mazei  Gö1  kloniert  und
sequenziert. Es beinhaltet 10 Gene (5`-Ende atpH, atpI, atpK, atpE, atpC, atpF,
atpA, atpB, atpD und atpG)(Ruppert et al., 1998; Wilms et al., 1996). Ähnliche
Operone wurden in weiteren Archea gefunden. Diese bestehen in der Regel aus
9-10  Genen.  Die  erste  archäelle  ATP-Synthase  wurde  aus  dem
hyperthermophilen, methanogenen Methanococcus jannaschii gereinigt (Lingl et
al., 2003). Das gereinigte Enzym enthielt alle aus dem Operon abgeleiteten
Untereinheiten: H, a, c, E, C, F, A, B und D. Die ATP-Synthasen aus Archäen
enthalten  neun  verschiedene  Untereinheiten,  genetische  und  strukturelle
Analysen weisen jedoch auf eine nähere Verwandtschaft der Enzyme zu denEinleitung 16
V1VO-ATPasen  als  zu  den  F1FO-ATP-Synthasen hin (Grüber et al.,  2001a;
Lewalter und Müller, 2006; Wilms et al., 1996).
Anhand  von  Untersuchungen  der  A1AO-ATP-Synthase  aus  M.  mazei
(Lemker  et  al.,  2001)  wurde  gezeigt,  dass  das  Enzym  aus  den  beiden
hydrophoben, membranständigen Untereinheiten a und c sowie den  hydrophilen
Untereinheiten A, B, C, D, E, F und H zusammengesetzt ist. Die Untereinheiten A
und B bilden alternierend den Kopfteil des Enzyms (Lemker et al., 2001) und sind
jeweils  in  dreifacher  Kopienzahl  vorhanden.  Die  Untereinheit  A  ist  die
katalytische Untereinheit, deren Struktur gelöst wurde (Lokanath et al., 2005).
Die  ersten  Daten  zur  Struktur  des  A1AO-Komplexes  wurden  durch
elektronenmikroskopische 2D-Aufnahmen des gereinigten Komplexes aus M.
jannaschii gewonnen (Lingl et al., 2003). Dabei wurde eine kragenartige Struktur
zwischen dem A1- und AO-Teil des Komplexes beobachtet. Eine Zuordnung der
Untereinheiten in die Struktur war allerdings nicht möglich. Durch heterologe
Produktion des A1-Teils aus M. mazei Gö1 konnten die Untereinheiten F und C
dem A1-Teil zugeordnet werden (Lemker et al., 2002). Die Untereinheit D zeigt
Sequenzhomologie zu der γ -Untereinheit aus F-Typ-ATP-Synthasen (Grüber et
al., 2001b), darüber hinaus konnte eine Lokalisation in der Mitte des Komplexes
(Grüber et al., 2001a) nachgewiesen werden. Für die Untereinheiten E, H und a
wird  eine  Beteiligung  am  Aufbau  der  Statoren  angenommen.  Aufgrund
Homologien in der Sekundärstruktur der Untereinheit a der A1AO-ATP-Synthasen
zur a-Untereinheit der V1VO-ATPasen wurde eine Lage als peripherer Außenstiel
mit der Verbindung zur Membrandomäne postuliert. Die Untereinheit a variiert in
ihrer  Masse  zwischen  72  und  76  kDa  (Müller  et  al.,  1999)  und  stellt  die
Untereinheit mit der größten molekularen Masse im Komplex dar. Auch der für
die Ionentranslokation essentielle Arginin-Rest (vgl. Arg735 aus S. cerevisiae)
konnte in Untereinheit a von  M. mazei Gö1 (Arg557) identifiziert werden. Die
Untereinheiten E und H könnten demnach den zweiten peripheren Stiel zwischen
A1-  und  AO-Teil bilden. Die kragenartige Struktur wird vermutlich von der a-
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Bemerkenswert ist die Diversität der c-Untereinheiten. Der Rotorring im AO-Teil
des Enzyms wird bei den meisten Archäen aus c-Untereinheiten mit einer Masse
von 8 kDa gebildet (Ihara et al., 1997; Inatomi et al., 1989; Steinert et al., 1997;
Wilms et al., 1996). Bei Methanobacterium thermautotrophicus, Methanococcus
jannaschii, Methanococcus maripaludis, Methanopyrus kandleri, Thermococcus
kodakarensis, Pyrococcus furiosus und Archaeoglobus fulgidus wurden aber
ungewöhnliche  Gene  der  c-Untereinheiten  gefunden.  Es  zeigte  sich,  dass
vermutlich durch Genfusion entstandene, verdoppelte c-Untereinheiten mit zwei
Ionenbindestellen (Fricke et al., 2006; Ruppert et al., 1999) ebenso vorkommen
wie V-typische, verdoppelte c-Untereinheiten mit nur noch einer Ionenbindestelle
(Robb et al., 2001). Des Weiteren wurden bis dahin unbekannte, triplizierte c-
Untereinheiten mit nur noch zwei Ionenbindestellen (Edgell und Doolittle, 1997)
und verdreizehnfachte c-Untereinheiten gefunden (Slesarev et al., 2002). Als
Kopplungsionen für die A1AO-ATP-Synthase kommen sowohl H
+ als auch Na
+ in
Betracht.  Die  Verwendung  von  Na
+  als  Kopplungsion  für  eine  A1AO-ATP-
Synthase konnte erstmals 2007 für das Enzym aus P. furiosus gezeigt werden
(Pisa et al., 2007).
1.6.  Die Evolution der ATP-Synthasen
Alle drei bekannten Klassen   von ATPasen bzw. Synthasen gehen auf ein
gemeinsames Ursprungsenzym zurück, welches vermutlich als Protonenpumpe
der Ansäuerung des Zellinneren entgegenwirkte. Von diesem Enzym ausgehend
erfolgte die Differenzierung in V-, A- und F-Typ-ATP-Synthasen (Cross und
Müller, 2004; Cross und Taiz, 1990; Hilario und Gogarten, 1993; Hilario und
Gogarten, 1998; Kibak et al.,  1992;  Nelson  und  Taiz,  1989).  Um  aus  einer
effektiven Protonenpumpe eine Turbine zu machen, mit der ATP synthetisiert
werden konnte, mussten zuerst die Protonen zu ATP-Stoichiometrie geändert
werden. Hierzu differenzierten sich aus der A- bzw. β-Untereinheit  zunächst
durch Genduplikation zwei katalytische Untereinheiten, von denen dann eine ihre
katalytische Aktivität verlor (Abb. 9). Dadurch verdoppelte sich auch die H
+ zu
ATP-Stoichiometrie.Einleitung 18
Abb  9: Schematische  Darstellung  der  Evolution  der  ATP-
Synthasen. Von einem gemeinsamen Vorläuferenzym (A) mit sechs
identischen, katalytischen Untereinheit im Kopfteil, welches nur als
Ionenpumpe  fungierte,  über  eine  ATP-Synthase  mit  zwei
verschiedenen Untereinheiten (von denen nur eine katalytisch ist)  im
Kopfteil  (B)  wieder  zu  einer  ATPase  mit  halbierter  Anzahl  von
Ionenbindestellen im c-Ring (C) und schließlich zu einem Enzym mit
vergrößertem c-Ring, welches wieder zur ATP-Synthese fähig ist,
verändert (Cross und Müller, 2004).
Diese hexagonale Struktur aus je 3-mal zwei Untereinheiten α3β3 (F-Typ) bzw.
A3B3 (V- und A-Typ) ist bis jetzt unverändert und charakteristisch für die ATP-
Synthasen.  Gleichzeitig  fand  bei  diesem  Evolutionsschritt  auch  eine
Differenzierung von den F- zu den V- und A-Typ-Enzymen statt. Während bei
den  F-Typ-ATP-Synthasen  die  nichtkatalytische  α-Untereinheit  eine
Vergrößerung erfuhr, war bei der katalytischen A-Untereinheit der V- und A-Typ
Enzyme eine Größenzunahme zu beobachten (Cross und Taiz, 1990; Müller und
Grüber,  2003).  Folgt  man  der  Endosymbiontentheorie,  so  wäre  eine
Rückumwandlung der entstandenen ATP-Synthase zurück in eine reine Pumpe
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(Mitochondrium)  möglich (Gogarten  et  al.,  1989).  Dazu  wäre  wieder  eine
Änderung der Protonen zu ATP-Stoichiometrie von Vorteil. Diesmal veränderte
sich aber nicht der hexagonale Kopfteil, sondern es fand eine Verringerung der
Ionentranslokationsstellen im membranständigen Ring statt. Dies wurde durch
eine Genduplikation, verbunden mit einer anschließenden Fusion der Gene für
die c-Untereinheit und dem Verlust einer Ionenbindestelle, erreicht. Diese V-Typ-
c-Untereinheiten  haben  bei  4  transmembranen  Helices  nur  eine
Ionenbindungsstelle zwischen Helix 2 und Helix 4. Während jedoch die V-Typ-
ATPasen nicht mehr zur ATP-Synthese fähig sind, können einige A-Typ-Enzyme
trotz der fehlenden Ionenbindestellen diese Reaktion katalysieren. Notwendig
hierfür wäre eine Vergrößerung des c-Ringes auf mindestens 9 Untereinheiten
bzw. 18 transmembrane Hairpins. In der Tat finden sich in Arbeiten von Pisa
(Pisa  et  al.,  2007)  starke  Hinweise  auf  einen  Ring  dieser  Größe.  Es  ist
anzunehmen, dass die Variation der Ionenbindestellen im c-Ring auch eine
evolutionäre Anpassung an das jeweilige Habitat des Organismus darstellt. So ist
im Bereich der F1FO-ATP-Synthasen eine Optimierung auf ein niedriges Ionen-
zu-ATP-Verhältnis  zu  erkennen,  wohingegen  V1VO-ATPasen  auf  die
Erfordernisse einer effizienten Protonenpumpe hin optimiert scheinen (Abb. 10).
Bei A1AO-ATP-Synthasen aus Archäen liegt eine besonders große Diviersität der
c-Ringe vor, möglicherweise um eine Anpassung an sowohl chemiosmotische als
auch fermentative Metabolismen unter extremen Bedingungen zu ermöglichen.
Die Selektion sorgte dann dafür, dass sich an dem Standort nur das jeweils
optimal angepasste Individuum durchsetzen konnte. Diese Evolution muss nahe
am Ursprung der Differenzierung der verschiedenen ATP-Synthase-Typen erfolgt
sein (Müller, 2004; Müller et al., 2005a; Müller et al., 2005b).Einleitung 20
Abb.  10:   Modellhafte  Darstellung  der  Evolution  der  c-
Untereinheiten aus einem gemeinsamen Genpool. Die Position der
Ionenbindestellen ist aus den Sekundärstrukturen abgeleitet  (Müller et
al., 2005b).
Eine Einzigartigkeit   stellt die F1FO-ATP-Synthase aus A. woodii dar. Im ATP-
Synthase-Operon findet sich nämlich nicht nur wie für F-Typ-ATPasen typisch ein
Gen für eine 8-kDa-c-Untereinheit, sondern neben zwei Genen für ein 8-kDa-
Protein auch ein Gen für ein 18-kDa-Protein (Rahlfs, 1998), mit jedoch nur einer
konservierten Ionenbindestelle zwischen Helix 1 und 3 (Rahlfs et al., 1999).
Diese V-Typ-c-Untereinheit ist durch Fusion aus zwei 8-kDa-c-Untereinheiten
entstanden und auch im  Enzym nachweisbar (Aufurth et al., 2000). In Homologie
zu den V-Typ-c-Untereinheiten ist auch in der 18-kDa-c-Untereinheit aus A.
woodii eine Ionenbindestelle durch Substitution mit einem Glutamin verloren
gegangen  (Rahlfs  et  al.,  1999).  A.  woodii  mit  seinen  F-  und  V-Typ-c-
Untereinheiten könnte also eine Art „missing link“ in der Evolution der ATP-
Synthasen darstellen.Einleitung 21
1.7.  Die ATP-Synthase aus Acetobacterium woodii
A. woodii ist ein anaerobes, homoacetogenes Bakterium (Balch et al., 1977). A.
woodii  verstoffwechselt,  wie  alle  acetogenen  Bakterien,  Hexosen  über  den
Embden-Meyerhof-Parnas-Weg  (Abb.  13)  zu  Acetat.  Das  im  ersten  Schritt
entstehende Pyruvat wird im weiteren Verlauf durch die Pyruvat-Ferredoxin-
Oxidoreduktase zu Acetyl-CoA und CO2 oxidiert. Das entstandene Acetyl-CoA
wird anschließend über Acetyl-Phosphat zu Acetat umgewandelt, wobei während
der Acetatkinase-Reaktion ein Mol ATP entsteht (Drake et al., 1981; Schaupp
und Ljungdahl, 1974). Pro Mol Hexose werden also zwei Mol Acetat, 2 Mol CO2
und vier Reduktionsäquivalente sowie durch Substratkettenphosphorylierung vier
Mol ATP gebildet:
C6H12O6 + 2 H2O + 4 ADP + 4 Pi  2 CH3COOH + 2 CO2 + 4 [H] + 4 ATP
Das  freigesetzte  CO2  ist  kein  Endprodukt  des  acetogenen  Stoffwechsels,
sondern  fungiert  als  terminaler  Elektronenakzeptor  und  wird  mittels  der  im
Embden-Meyerhof-Parnas-Weg und bei der Spaltung des Pyruvats zu Acetyl-
CoA und CO2 entstehenden Reduktionsäquivalente im „Wood-Ljungdahl“-Weg
zu einem weiteren Mol Acetat reduziert (Abb.11).
Abb 11:  Heterotrophes Wachstum, der Abbau von Hexosen zu
Acetat,  (Müller, 2003)..Einleitung 22
A. woodii ist aber auch in der Lage, autotroph auf H2 + CO2 (Abb. 12) oder auf
methylgruppenhaltigen Substraten wie z. B. Methanol oder Betain zu wachsen.
Hierbei  werden  die  Methylgruppen  des  Substrates  durch  lösliche
Methyltransferasen  demethyliert  und  auf  Tetrahydrofolat  (THF)  übertragen
(Gössner et al., 1994) . Anschließend kann das Methyl-THF zu CO2 und Acetat
im Acetyl-CoA-Weg disproportioniert werden (Abb. 12).
Abb 12: Hypothetisches Schema des autotrophen Wachstums von A.
woodii. Für nähere Erläuterungen siehe Text (Müller et al., 2004)..Einleitung 23
Acetat-Kinase wird zwar 1 mol ATP pro 2 Mol CO2 gebildet, allerdings verbraucht
die Darstellung des Formyl-THF aus Formiat ebenfalls ein ATP. Die Netto-ATP-
Synthese muss daher durch die Nutzung eines elektrochemischen Na
+-Potentials
erfolgen.  Wie dieses Potential aufgebaut wird, ist derzeit noch nicht bekannt. Es
wurde jedoch zuerst im Genom, aber auch in den Membranen von A. woodii ein
Proteinkomplex gefunden (Biegel et al., 2009; Schmidt et al., 2009), welcher
große  Ähnlichkeit  mit  Proteinkomplexen  aufweist,  für  die  Na
+-Transport
nachgewiesen werden konnte (Tokuda und Unemoto, 1981). Diese Daten legen
den Schluss nahe, dass dieser Rnf-Komplex in A. woodii für die Erzeugung des
elektrochemischen Na
+-Potentials verantwortlich sein könnte.
Dieses transmembrane, elektrochemische Na
+-Potential treibt dann die
Na
+-F1FO-ATP-Synthase an (Heise et al., 1992b, 1993). Die erste Reinigung und
Analyse des Enzyms ergab eine Untereinheitenzusammensetzung aus sechs
Proteinen, die als die Untereinheiten α,  β,  γ,  δ  , ε und c  identifiziert  wurden.
Elektronenmikroskopische Aufnahmen des gereinigten Koplexes zeigten starke
Übereinstimmungen mit F-Typ-ATP-Synthasen (Reidlinger und Müller, 1994) .
Die für F-Typ-ATP-Synthasen typischen (Forster et al., 1995) Untereinheiten a
und b  konnten allerdings in dem gereinigten Enzym nicht detektiert werden. Das
in Liposomen rekonstituierte Enzym katalysierte des Weiteren lediglich einen
ATP-abhängigen Na
+-Transport (Reidlinger, 1994; Spruth et al., 1995), aber
keine ATP Synthese. Die Untersuchung des ATP-Synthase-Operons aus A.
woodii bewies jedoch, dass die Gene für die Untereinheiten a und b vorhanden
waren (Forster et al., 1995; Rahlfs, 1998; Rahlfs et al., 1999; Rahlfs und Müller,
1997). Zusätzlich zu allen bekannten Genen der F-Typ-ATP-Synthasen wurde
nicht nur ein Gen für die c-Untereinheit gefunden sondern insgesamt drei.
1.7.1.  Das Operon der F1FO-Synthase aus A. woodii
Die Untereinheitenzusammensetzung der bakteriellen F1FO-ATP-Synthase ist
hoch  konserviert.  Nahezu  alle  bekannten  Enzyme  bestehen  aus  den
Untereinheiten α, β, γ, δ, ε, a, b, (i ) sowie c. Diese werden chromosomal durchEinleitung 24
ein ca. 7 kb großes Operon codiert (Brusilow, 1993; Das und Ljungdahl, 1997;
Hensel et al., 1995; Ivey und Krulwich, 1991; Santana et al., 1994; Walker et al.,
1984b).  Es  existieren  lediglich  geringe  Abweichungen  zum  Beispiel  bei
Lactobacillus acidophilus (Fehlen des atpI-Gens; Kullen und Klaenhammer 1999)
und bei Streptococcus sanguis sowie Streptococcus mutans (Fehlen des atpI-
Gens, atpB und atpE vertauscht; Kuhnert und Quivey 2003 sowie Smith et al.
1996).  Die  einzelnen  Untereinheiten  kommen  in  stark  unterschiedlicher
Kopienzahl im Enzym vor, von bis zu 15 c-Untereinheiten bis hin zu den nur
einmal vorkommenden γ− und δ-Untereinheiten. Reguliert wird dies durch die
Effizienz  der  Translationsinitiation,  die  Stabilität  der  mRNA  und  die
Translationskopplung (McCarthy et al., 1991; McCarthy et al., 1985)











atpFatpH atpA atpG atpD atpC
A. woodii 
atpE1 atpE2 atpE3 Abb.  13:   Schematischer  Vergleich  der  ATP-Synthase-
Operone  aus E.  coli und A. woodii. Auffällig ist, dass in A. woodii
zwei zu atpE von E.  coli homologe Gene vorkommen, atpE2  und
atpE3. Des Weiteren enthält das Operon aus A. woodii ein Gen, das
für ein 18-kDa-Protein codiert, atpE1 (verändert nach (Rahlfs, 1999
#3769). Die relevanten Gene für die c-Untereinheiten sind farblich
hervorgehoben.
Das Operon von A. woodii enthält nämlich nicht nur ein, sondern drei Gene für
verschiedene c-Untereinheiten. Die Gene atpE2
  und atpE3
  codieren für zwei
identische Proteine von ca. 8 kDa, wohingegen atpE1
 als Fusion von zwei atpE-
Kopien  für  ein  18  kDa  großes  Protein  kodiert  (Rahlfs  et  al.  1999).  DieseEinleitung 25
Untereinheit besitzt zudem in ihrer ersten Hälfte an der Position des für die Na
+
Translokation essentiellen Carboxylates (Glutamat) ein Glutamin (Abb. 14).
Abb. 14:  Schematische Darstellung der Organisation der
vermutlich an der Ionenkoordination beteiligten Aminosäuren in
den c-Untereinheiten  der  F1FO-ATP-Synthase  aus  A.  woodii.
Darstellung analog zur Na
+-Koordination in I. tartaricus (Meier et al.,
2009). In Helix 4 des Proteins aus atpE1 ist das Glutamat (E) durch ein
Glutamin (Q) substituiert.
Solche duplizierten c-Untereinheiten sind vor allem in V- (Arai et al., 1988)
und A-Typ-ATP-Synthasen (Müller et al., 1999; Ruppert et al., 1999; Ruppert et
al., 1998) vorhanden. In V-Typ-ATP-Synthasen werden diese duplizierten c-
Untereinheiten mit nur noch einer Ionenkoordinationsstelle für den Verlust der
Fähigkeit zur ATP-Synthese verantwortlich gemacht (Nelson und Taiz, 1989; Taiz
et al., 1994). Von Aufurth konnte gezeigt werden, dass die c1-Untereinheit in der
Membranfraktion vorhanden ist (Aufurth et al., 2000). Es stellt sich nun die Frage,
ob die c1-Untereinheit in der gereinigten ATP-Synthase zu finden ist, wie die
Stöchiometrie der c-Untereinheiten im c-Ring beschaffen ist und ob ein Enzym,
welches F- und V-Typ c-Untereinheiten enthält, zur Synthese von ATP fähig ist.
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Die Einzigartigkeit der F1FO-ATP-Synthase aus A. woodii würde außerdem
eine Veränderung der c1- zu c2/3-Stöchiometrie und damit eine Variation des
Ionen-zu-ATP-Verhältnisses  ohne  Veränderung  des  Ringdurchmessers
ermöglichen.
1.8.  Fragestellung der Arbeit
Das Operon für die F1FO-ATP-Synthase aus A. woodii ist einzigartig, es enthält
zwei Gene für F-typische Untereinheiten, aber auch ein Gen, das für eine V-
typische Untereinheit codiert. Es sollte daher untersucht werden, ob beide c-
Untereinheiten in einem c-Ring vorkommen und ob ein Enzym, welches solche
V-typischen Untereinheiten enthält, zur Synthese von ATP fähig ist. Dazu sollte
das Enzym zuerst unter Erhaltung aller Untereinheiten gereinigt und biochemisch
charakterisiert werden.
Von zentraler Bedeutung war außerdem, wie viele Untereinheiten bzw.
konservierte Ionenbindungsstellen der c-Ring der ATP-Synthase aus A. woodii
besitzt.  Dazu  sollte  der  c-Ring  isoliert  werden  und  auf  seine  Größe  und
Untereinheitenstöchiometrie hin untersucht werden. Des Weiteren sollte geklärt
werden, ob sich die Untereinheitenstöchiometrie mit dem Substrat verändert.Materialien und Methoden 27
2.  Material und Methoden
2.1.  Bakterienstamm
Für die Isolierung der Na
+-F1FO –ATP-Synthase wurde der Wildtypstamm von
Acetobacterium woodii  (DSM 1030) verwendet.
2.2.  Medien
Die Herstellung und Zusammensetzung der Medien erfolgte nach Vorgaben des
Standardmediums für A. woodii nach DSMZ-Katalog, Medium 141 (Balch et al.,
1977).
Carbonat-gepuffertes Medium für A. woodii
K2HPO4  0,2 g  1,5 mM
NH4Cl  0,25 g  4,7 mM
CaCl2  0,11 g  1 mM
KCl  0,5 g  6,7 mM
MgSO4 x 7 H2O  1,45 g  1,63 mM
NaCl  1,16 g  20 mM
Hefeextrakt  2,0 g
Spurenelementelösung SL9  2 ml
Selenitlösung  1 ml
Vitaminlösung  2 ml
KHCO3  6,0 g  60 mM
Resazurin  1,0 mg
Cystein-HCl  0,5 g
pH 7,0 - 7,2
Selenitlösung
NaOH  0,5 g
Na2SeO3 x 5 H2O  3 mg
Na2WO4 x 2 H2O  4 mgMaterialien und Methoden 28
H2Odest. ad 1000 ml
Spurenelementelösung (SL9)
Nitrilotriessigsäure  12,8 g
FeSO4 x 7 H2O  2,8 g
CoCl2 x 6 H2O  190 mg
MnCl2 x 2H2O  100 mg
ZnCl2  70 mg
Na2MoO4 x 2 H2O  36 mg
NiCl2 x 6 H2O  24 mg
H3BO3  6 mg
CuCl2 x 2 H2O  2 mg
H2Odest. ad 1000 ml
Die Vitaminlösung wurde als 10fach konzentrierte Stammlösung angesetzt und
entsprach in ihrer Zusammensetzung den Angaben im DSMZ-Katalog (Medium
Nr. 141)
2.3.  Anzucht von A. woodii
Kulturen von A. woodii wurden stets bei 30°C angezogen (Heise et al., 1992a).
Die Herstellung der anaeroben Medien für A. woodii erfolgte durch Begasen des
Mediums im Kulturgefäß mit N2/CO2, bis ein pH von 7,0 – 7,2 erreicht wurde
(Hungate, 1969). Die Substrate wurden nach dem Autoklavieren aus anaeroben
Stammlösungen mit sterilen Plastikspritzen zu den Medien gegeben. A. woodii
wurde  auf  Carbonat-gepuffertem  Medium  bei  30°C  unter  einer  N2/CO2-
Atmosphäre angezogen. Zur Herstellung von Vorkulturen wurden Kulturvolumina
von 0,3 und 1 l in 1-l-Serumflaschen (Fa. Müller Krempel, Schweiz) verwendet.
Zur Herstellung von gewaschenen Membranen wurden 17,5-l-Kulturen in 20-l-
Steilbrustflaschen (Fa. Schott, Mainz, BRD) herangezogen. Bei den 17,5-l-
Kulturen wurde neben dem Substrat auch KHCO3 und Cystein erst nach dem
Autoklavieren  zugegeben,  da  die  17,5-l-Steilbrustflaschen  ihrerMaterialien und Methoden 29
Druckempfindlichkeit wegen offen autoklaviert werden mußten. Dazu wurde das
benötigte KHCO3 (105 g für 17,5 l) in 1 l Wasser gelöst und auf drei 1-l-Müller-
Krempel-Flaschen gleichmäßig verteilt. Diese wurden geschlossen autoklaviert.
Anschließend   konnte  die  Lösung  über  sterile  Zuleitungen  durch  leichten
Überdruck  in  die  17,5-l-Steilbrustflasche  gegeben  werden.  Die  Zugabe  der
Substrate erfolgte analog, die jeweils benötigte Menge wurde in 500 ml Wasser
gelöst und in 1-l-Müller-Krempel-Flaschen autoklaviert. Als Substrate dienten
Fruktose (40 mM), Methanol (60 mM), Betain (80 mM) oder Formiat (200 mM).
Die Begasung der 17,5-l-Ansätze mit  N2/CO2 erfolgte ebenfalls steril nach dem
Erkalten des Mediums, bis zur Entfärbung des Redoxindikators.
2.4.  Kultivierung in Serum- und in 1-l-Druckflaschen
Aus einer maximal 7 Tagen alten, bei 4°C gelagerten Stammkultur (120-ml-
Serumflasche) von A. woodii wurden mit einer 1-ml-Spritze (Ersta, Maersk, DK),
je nach Zelldichte der Stammkultur, 1 ml bis 0,5 ml steril entnommen und einer
Kulturflasche  mit  sterilem  Medium  zugespritzt.  Dem  Verwendungszweck
entsprechend, wurden für die Kultivierung Serum- bzw. 1-l-Glasflaschen (Typ
Müller-Krempel) gewählt. Die Kulturen wurden dann im Wärmeschrank bei 30°C
(T5090, Heraeus, Kendro, Laboratory Products GmbH, Langenselbold) bis zur
gewünschten Wachstumsphase bzw. Zelldichte inkubiert.
2.4.1.  Kultivierung in 20-l-Steilbrustflaschen
Um größere Mengen von A. woodii zu ziehen, wurden 20-l-Steilbrustflaschen
verwendet. Diese wurden mit 17,5 l Medium gefüllt, allerdings ohne die Zugabe
von KHCO3. Dieses wurde separat in 1 l H2O gelöst und zu je 333 ml in 1-l-
Druckflaschen autoklaviert. Dies war nötig, da die 20-l-Steilbrustflschen offen
autoklaviert werden mussten, da der beim Autoklavieren entstehende Druck zur
Sprengung der Flaschen geführt hätte. Nach dem Autoklavieren und Erkalten
wurde dem Medium die KHCO3-Lösung steril zugeführt. Die Einstellung des pH-Materialien und Methoden 30
Wertes erfolgte durch ca. 20-minütiges, steriles Durchgasen des Mediums mit
N2/CO2 bis zur Entfärbung des Redoxindikators Resazurin.
2.5.  Bestimmung der optischen Dichte
Die optische Dichte wurde photometrisch bei einer Wellenlänge von 600 nm
ermittelt  (Hitachi,  Modell  100-20,  Tokyo,  Japan).  Zur  Entfärbung  des
Redoxindikators Resazurin wurde die Probe zuvor durch Zugabe von einer
Spatelspitze   Natriumdithionit (Merck, Darmstadt, Deutschland) reduziert und
somit entfärbt.
2.6.  Reinheitskontrollen
Die Kulturen wurden regelmäßig durch das Mikroskopieren im Phasenkontrast
(Standard RA, Fa. Carl Zeiss, Oberkochen) auf Kontaminationen überprüft.
Hierbei sollte A. woodii als kurzes Stäbchen, welches oft paarweise an den Polen
verbunden ist, sichtbar sein (Balch et al., 1977).
2.7.  Herstellung von gewaschenen Membranen aus A. woodii
Zur  Herstellung  gewaschener  Membranen  für  die  Reinigung  der  Na
+-F1FO-
ATPase  wurde  A.  woodii  im  17,5-l-Maßstab  in  20-l-Steilbrustflaschen  in
carbonatgepuffertem  Medium  angezogen.  Die  Kultur  wurde  mit  1  l  frischer
Vorkultur (24 h, 30°C, mit dem jeweils verwendeten Substrat) angeimpft. Die
Kultivierung erfolgte unter sanftem Rühren für ca. 18 h bei 30°C. Die Zellernte
erfolgte in der spätexponentiellen Wachstumsphase bei einer OD600 von 0,8 - 1,2
(Durchlaufzentrifuge,  Heräus,  Kendro,  Laboratory  Products  GmbH,
Langenselbold). Beim Wachstum auf 40 mM Fructose wurden ca. 20 – 30 g
Zellen (Nassgewicht) erhalten, dies entspricht etwa 60% des Maximalertrages
aus einer 17,5-l-Kultur. Die Zellen wurden in 200 ml Erntepuffer (50 mM Tris, 10
mM MgCl2, pH 7,5) resuspendiert und viermal gewaschen (Beckman Avanti J25
Zentrifuge; Rotor JA14, Beckman Coulter, Fullerton, USA). Die Zellen wurden
dann  in  200  ml  Protoplastenpuffer  (50  mM  Tris,  10  mM  MgCl2,  420  mM
Saccharose, pH 8) aufgenommen, mit 0,5 g Lysozym versetzt und 1 h bei 37°CMaterialien und Methoden 31
inkubiert. Nach einer niedertourigen Zentrifugation (20 min, 6.000 x g, 4°C)
wurden die Zellen in 30 ml Protoplastenpuffer und etwas DNase I resuspendiert
und zwei- bis dreimal in der "French Pressure Cell Press" (Fa. Amicon, Silver
SpRing,  USA)  mit  1.000  psiG  aufgeschlossen.  Die  Suspension  wurde  mit
Protoplastenpuffer auf 200 ml aufgefüllt und ganze Zellen wurden dann durch
niedertourige  Zentrifugationen  (20  min,  6.000  x  g,  4°C)  entfernt.  Aus  dem
Überstand wurden die Membranen durch eine hochtourige Zentrifugation (1,5 h,
120.000  x  g,  4°C,  Ti50.2-Rotor,  Fa.  Beckman  Coulter,  Fullerton,  USA,
Ultrazentrifuge: Beckman Optima L 100K, Beckman Coulter, Fullerton, USA)
sedimentiert  und  anschließend  zweimal  durch  hochtourige  Zentrifugationen
gewaschen. Die gewaschenen Membranen wurden in 10 ml Membranpuffer (50
mM Imidazol, 50 mM NaCl, 5 mM MgSO4, 0,5 mM PMSF, 17% Glycerin, pH 7,5)
aufgenommen und auf Eis gelagert. Der Proteingehalt betrug im Mittel 8-10
mg/ml.
2.8.  Enzymaktivitätsmessungen
2.8.1.  Bestimmung der ATPase-Aktivität
Zur Bestimmung der ATPase-Aktivität wurde ein diskontinuierliches Verfahren
verwendet, bei dem das durch die Hydrolyse von ATP zu ADP freigesetzte
Orthophosphat ermittelt wird (Heinonen und Lahti, 1981). Hierzu wurden 50-200
µl Probe  (abhängig von der Aktivität) mit 1 ml Testpuffer (100 mM Tris, 100 mM
Maleinsäure, 5 mM MgCl2, pH  7,5),  10  µl  NaCl  (2  M)  und  140  µl  H2Obidest.
gemischt.  Nach  einer  fünfminütigen  Vorinkubation  bei  30°C  erfolgte  der
Reaktionsstart durch Zugabe von 50 µl 0,1 M ATP. Zu bestimmten Zeitpunkten
wurden  200-µl-Proben  genommen  und  mit  40  µl  30%  TCA  versetzt.  Zur
Entfernung der gefällten Proteine wurden die Ansätze 10 min mit 21.000 x g
zentrifugiert, und 200 µl des Überstandes wurden mit 1 ml AAM-Reagenz (50 ml
Aceton, 25 ml 10 mM (NH4)6Mo7O24 x 4 H2O, 25 ml 2,5 M H2SO4) versetzt. Nach
einer zehnminütigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Extinktion der
Ansätze  bei  405  nm  gemessen  und  die  Orthophosphat-Menge  aus  einerMaterialien und Methoden 32
Eichgerade abgelesen, die parallel im Bereich von 0 – 200 nmol KH2PO4 pro
Ansatz  (d.h.  in  200  µl)  aufgenommen  wurde.  Die  Probenmenge  und  die
Zeitpunkte der Probennahme wurden in Abhängigkeit von der Probe so variiert,
dass  ein  linearer  Anstieg  des  freigesetzten  Orthophosphates  während  des
Messzeitraumes erreicht wurde.
2.8.2.  Aktivitätsmessung unter Na
+-freien Bedingungen
Es sollte nachgewiesen werden, ob die ATP-Synthase aus A. woodii   Na
+-
abhängig arbeitet. Dazu wurde die ATPase-Aktivität in Abhängigkeit der Na
+-
Konzentration bestimmt. Um möglichst Na
+-arme Bedingungen zu erhalten,
wurden alle Reagenzien mit doppelt destilliertem MilliQ-Wasser angesetzt und
spezielle Chemikalien mit sehr hohen Reinheitsgraden verwendet. Die pH-Werte
wurden mit 1 M KOH (Na
+-frei) eingestellt. Die jeweiligen Na
+-Konzentrationen
wurden  durch  Zugabe  einer  20-mM-Stammlösung  eingestellt  und  durch
Messungen mit einer Natriumelektrode (vgl. 2.11.) genau bestimmt. Die Messung
der Enzymaktivität erfolgte wie unter 2.8.1. beschrieben.
2.9.  Charakterisierung der Na
+-F1FO-ATP-Synthase aus A. woodii
2.9.1.  Bestimmung der optimalen Katalysetemperatur
Zur Bestimmung der optimalen Katalysetemperatur wurden der Reaktionspuffer
mit  Enzym  für  10  min  auf  die  gewünschte  Temperatur  vorgeheizt  und  die
Enzymreaktion  mit  der  Zugabe  von  ATP  gestartet.  Es  wurden
Reaktionstemperaturen von 10-50°C in Schritten von je 10°C  gemessen.
2.9.2.  Bestimmung des optimalen pH-Wertes für die Katalyse
Zur Bestimmung des pH-Optimums wurde ein pH-Bereich von 4-11 gewählt. Es
wurden  jeweils  ATPase-Aktivitäten  in  Testpuffer  (100  mM  Tris,  100  mM
Maleinsäure, 20 mM NaCl, 5 mM MgCl2, pH 7,5) gemessen, wobei die MgCl2-Materialien und Methoden 33
Menge in Abhängigkeit des pH-Wertes variiert wurde, um immer die gleiche
Menge an frei verfügbarem Mg
2+ in Lösung zu haben (Reidlinger, 1994).
2.10.  Hemmstoffexperimente
Der Hemmstoff DCCD (N ´N´ -Dicyclohexylcarbodiimid, Sigma, Deisendorf)
wurde in Ethanol gelöst und dem Enzym in verschiedenen Konzentrationen
zugesetzt. Das Enzym wurde 30 min bei Raumtemperatur mit dem Inhibitor
vorinkubiert, bevor die Reaktion gestartet wurde. Es wurde ein möglichst Na
+-
armer Puffer verwendet, da DCCD mit Na
+ um eine Bindestelle konkurriert. Bei
Hemmstoffexperimenten wurden zwei separate Kontrollansätze mitgeführt. Ein
Kontrollansatz enthielt das Enzym ohne Inhibitor. Ein zweiter Ansatz enthielt das
Enzym und das Lösemittel, in dem der Inhibitor gelöst wurde, um zu zeigen, dass
das verwendete Lösemittel keinen Einfluss auf die Enzymaktivität hat und somit
eine Hemmung der Enzymaktivität nur auf die Anwesenheit des Hemmstoffes
zurückzuführen ist.
2.11.  Bestimmung der Na
+-Konzentration
Die Natriumionenkonzentration von Lösungen wurde mit einem pH/Ω-Meter
“Orion 720A” und der Natriumionen-selektiven Elektrode “Orion 8611BN sure
flow” von Orion Research AG (Küsnacht, Schweiz) gemessen. Die Kalibrierung
des  Geräts  erfolgte  vor  jeder  Messung.  Alle  zur  Kalibrierung  benötigten
Lösungen (“Ionic Strenght Adjuster” (ISA), Orion; natriumhaltige Elektroden-
Aufbewahrungslösung) wurden für jede Messung in deionisiertem Wasser frisch
hergestellt.  Es  wurden  ausschließlich  Kunststoffgefäße  verwendet.  Die
Kalibrierung und die anschließenden Konzentrationsbestimmungen erfolgten bei
Raumtemperatur.  Durch  das  Auftragen  des  dekadischen  Logarithmus  der
gemessenen  Spannungswerte  der  Kalibrierlösungen  gegen  deren  Na+-
Konzentration  (0-200  mM  NaCl)  wurde  eine  Kalibriergerade  ermittelt.  Die
Natriumionenkonzentration der zu bestimmenden Lösung konnte anhand des
gemessenen  Stromflusses  abgelesen  werden.  Um  osmotische  Effekte  zu
vermeiden, wurde zu allen Proben 1/10 ISA-Lösung hinzugegeben.Materialien und Methoden 34
2.12.  Rekonstitution der gereinigten Na
+-F1FO-ATP-Synthase
2.12.1.  Darstellung von Proteoliposomen
In  einem  Glasgefäß  wurden  3  ml  einer  Suspension  aus  60  mg/ml
  L-α-
Phosphatidylcholin Typ II-S in 100 mM TRIS, 100 mM Maleinsäure, 20 mM NaCl
und 5 mM MgCl2, pH 7,5 auf Eis mit einem Ultraschallgenerator (120 Watt, 20%
Intensität; Ultrasonic Desintegrator , Typ MK II, Crawley Inc., UK) beschallt, bis
eine transluzierende Lösung entstand.
Zu  dieser  Liposomenlösung  wurde  gereinigtes  Enzym  bis  zu  einer
Lipidkonzentration von 25-30 mg/ml und einem Lipid-zu-Proteinverhältnis von ca.
100:1 zugegeben. Im Ansatz (ca. 20 ml) befanden sich daher ca. 0,3 mg/ml
Protein und 25-30 mg/ml
  Lipid. Die Proteoliposomen wurden dann nach der
Methode  von  Knol et. al. (Knol et al.,  1998)  hergestellt.  Hierzu  wurde  das
Detergenz langsam durch Dialyse (12h, 4°C) gegen die   zehnfache Menge in
100 mM TRIS, 100 mM Maleinsäure, 20 mM NaCl und 5 mM MgCl2, pH 7,5 mit
10%  (w/v)  Biobeads  (Bio-Rad,  München,  Deutschland)  entzogen.  Die
Proteoliposomenlösung wurde dazu in einen Dialyseschlauch (Porengröße ≈ 100
kDa)  gegeben  und  gegen  200  ml  Dialysepuffer,  in  dem  20  g  Biobeads
schwammen, dialysiert.
Die erhaltenen Proteoliposomen wurden von freiem, nicht rekonstitiuiertem
Protein  durch  Gelfiltration  über  eine  10  ml  Sephadex  25  (Bio-Rad)-Säule
abgetrennt. Dabei fanden sich 80-85% der ATPase-Aktivität in den Fraktionen
der Proteoliposomen (photometrisch in Mikroküvetten durch Absorption bei λ =
600 nm bestimmt – die liposomenhaltigen Proben weisen eine deutlich höhere
Absorption auf), ca. 15-20% der Aktivität wurden im Durchlauf nachgewiesen.
Hierbei  handelt  es  sich  um  nicht  rekonstituiertes  Protein.  Die  erhaltenen
Proteoliposomen wurden sofort für die ATP-Synthese-Tests eingesetzt.Materialien und Methoden 35
2.12.2.  Überprüfung der Proteoliposomen auf Impermeabilität durch Na
+-
Ionen
Um einen Nachweis zu führen, ob Proteoliposomen erhalten wurden und ob der
Einbau des Enzyms in der richtigen Orientierung erfolgte, wurden die Proben mit
einem ATP-Hydrolyse-Test überprüft. Nur bei Proben, welche Proteoliposomen
mit in richtiger Orientierung eingebautem Enzym enthalten, ist durch Zugabe
eines Na
+-Ionophors eine Reaktivierung der Aktivität messbar (Abb. 15).
Abb.  15:   Kontrolle  der  Proteoliposomen.  Schematische
Darstellung des Versuchsansatzes zur Kontrolle der Proteoliposomen.
Nur  Na
+-dichte  Liposomen,  in  denen  das  Enzym  in  der  richtigen
Orientierung eingebaut ist, zeigen die Aufhebung der respiratorischen
Kontrolle  durch  Zugabe  des  Na
+-Ionophors  ETH2120  (A).  Die
modellhafte Kurve des gebildeten Orthophosphates steigt nach Zugabe
von  ETH2120  wieder  an  (gestrichelte  Linie),  ohne  Zugabe  des
Ionohores bleibt die Menge des gebildeten Orthophosphates konstant
(durchgehende Linie) – es ist keine Aktivität mehr vorhanden. Bei nicht
Na
+-dichten Liposomen oder bei solchen mit in falscher Orientierung
eingebautem Enzym findet keine Akkumulation von Na
+ im Inneren des
Liposomes statt. Die Zunahme des gebildeten Orthophosphates erfolgt
linear und die Zugabe von ETH2120 ist darauf ohne Einfluss (B).
Die  Überprüfung  auf  Impermeabilität  für  Na
+  erfolgte  durch  Zugabe  von
ETH2120. ETH2120 ist ein Na
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Überprüfung auf Impermeabilität für Na
+ erfolgte durch Zugabe von ETH2120.
ETH2120 ist ein Na
+-Ionophor. Bei einem Na
+-undurchlässigem Proteoliposom
sollte  die  gebildete  Phosphatmenge  in  Anwesenheit  von  ETH2120  deutlich
größer sein als in dem Ansatz ohne ETH2120. Gleichzeitig sollte die  Aktivität in
dichten Ansätzen mit korrekter Einbauorientierung ohne Ionophor nach kurzer
Zeit stark zurückgehen, da hier der Gradient, gegen den das Enzym die Ionen
über  die  Membran  pumpen  muss,  stetig  ansteigt.  Die  vom  Enzym  in  das
Proteoliposom gepumpten Na
+-Ionen können hier nicht abfließen. Durch Zugabe
von ETH2120 bildet das Ionophor einen Kanal in der Membran, durch den das
Potential  abfließen  kann,  das  Enzym  ist  wieder  in  der  Lage  ATP  zu
hydrolysieren. Für die Messungen der ATP-Synthase-Aktivitäten wurden dann
nur Aliquots mit Na
+-undurchlässigen Liposomen verwendet. Um die Dichtigkeit
der  erzeugten  Proteoliposomen  zu  messen,  wurden  aus  jeder  erhaltenen
Fraktion je 100 µl abgenommen, einmal mit und einmal ohne Zugabe von ETH
2120 (2 µl einer 2 mM Stammlösung), auf ATPase-Aktivität getestet. Hierzu
wurden  100  µl  der   Probe  mit  1  ml  Testpuffer  (100  mM  TRIS,  100  mM
Maleinsäure, 20 mM NaCl und 5 mM MgCl2, pH 7,5), 10 µl NaCl (2 M) und 130 µl
H2Obidest. gemischt. Nach einer fünfminütigen Vorinkubation bei 30°C erfolgte der
Reaktionsstart durch Zugabe von 50 µl 0,1 M ATP. Zu bestimmten Zeitpunkten
wurden 200 µl   Proben genommen (1, 2, 3, 4 min) und mit 40 µl 30% TCA
versetzt. Zur Entfernung der gefällten Proteine wurden die Ansätze 10 min mit
21.000 x g zentrifugiert, und 200 µl des Überstandes wurden mit 1 ml AAM-
Reagenz (50 ml Aceton, 25 ml 10 mM (NH4)6Mo7O24 x 4 H2O, 25 ml 2,5 M
H2SO4) versetzt. Die Extinktion wurde bei 405 nm bestimmt und anhand einer
Eichreihe wurden die gebildeten Phosphatmengen bestimmt.
2.12.3.  Messung der ATP-Synthase-Aktivität
Die ATP-Synthase-Aktivität wurde über einen Luciferin/Luciferase-Assay nach
Herstellerangaben  (Lumac,  AC  Landgraaf,  NL)  bestimmt,  die  Messung  der
abgegebenen Lichtmenge erfolgte in einem Chemiluminometer (Lumac, ACMaterialien und Methoden 37
Landgraaf, NL) bei 30°C. Die Menge des gebildeten ATP ist der Menge des
emittierten Lichts proportional. Das Chemiluminometer misst die Menge des
abgegebenen Lichtes. Die gemessene emittierte Lichtmenge wird dann anhand
einer  zuvor  aufgenommenen  Kalibriergeraden  mit  bekannten  ATP-
Konzentrationen die Menge des gebildeten ATP zugeordnet. Die Kalibriergerade
wurde im Bereich von 0 bis 1000 nmol ATP in Schritten von 100 nmol pro
Ansatz, d.h. in 2 ml Reaktionsgemisch nach Herstellerangaben in Triplikaten
aufgenommen.
Als Treibkräfte für die ATP-Synthese kommen theoretisch ein reines Na
+-
Potential (ΔpNa) von mindesten 180 mV oder ein elektrochemisches Potential,
(ΔµNa+) bestehend aus einem Na
+-Potential sowie einem K
+-Diffusionspotential,
in Frage. Auch ein rein elektrochemisches Potential (Δ Ψ) in Anwesenheit von
Na
+-Ionen kommt als Triebkraft in Frage. (Eine schemtische Darstellung der
Triebkräfte und Versuchsansätze ist im Ergebnisteil in Abb. 27 zu sehen.) Die
Berechnung  des  elektrochemischen  Potentials  aus  den
Konzentrationsdifferenzen erfolgt nach der Nernstgleichung (Gl. 2):
bei 30°C entspricht RT/zF = 0,026 V.
Um  nun  ein  Na
+-Potential  von  180  mV  zu  erzeugen,  wäre  eine
Konzentrationsdifferenz von  ca. 1:1000 nötig. Da dies schwer zu erreichen ist,
bedient  man  sich  eines  artifiziellen  elektrochemischen  Potentials.  Dieses
Potential wird durch Zugabe des K
+-Carriers Valinomycin erzeugt. Valinomycin
sorgt für einen gezielten Einstrom von K
+ durch den Diffussionsdruck in das
Proteoliposom. Die damit verbundene Ladungstrennung (das Anion kann nicht
einströmen) lässt ein  Potential entstehen. Bei 200 mM KCl außen und nahezu
keinem K
+ (errechnet < 0,1 mM) im Proteoliposom sollte durch Zugabe vonMaterialien und Methoden 38
Valinomycin ein Potential von etwa 195 mV enstehen; dies wäre ausreichend,
um  dieATP-Synthese  unabhängig  vom  herrschenden  Na
+-Potential  zu
ermöglichen.
2.12.4.  Erzeugung eines elektrochemischen Na
+-Potentials  (Δ µNa
+)
Das größte Potential entsteht, wenn neben einem Na
+-Potential auch noch ein
K
+-Diffusionspotential angelegt wird. Die Kombination beider Potentiale wird als
elektrochmisches Na
+-Potential (ΔµNa+)  bezeichnet.
Zuerst werden die Proteoliposomen mit Na
+ geladen. Die auf Dichtigkeit
geprüften 1-ml-Proteoliposomen wurden dazu mit 1 ml Ladepuffer (100 mM
TRIS, 100 mM Maleinsäure, 400 mM NaCl und 5 mM MgCl2, pH 7,5) für 12 h bei
4°C inkubiert. (Der Puffer, in dem die Proteoliposomen gelöst waren, enthielt 20
mM NaCl, durch Zugabe von 1 ml Ladepuffer mit 400 mM NaCl wurde eine
Endkonzentration  von  210  mM  NaCl  erreicht.)  Um  eine  Verdünnung  der
Liposomen zu vermeiden, wurden die geladenen Liposomen von dem Ladepuffer
über  eine  Gelfiltration  (10  ml  Pipette  mit  Sephadex   S25)  getrennt,  als
Säulenpuffer dienten  200 mM KCl, 10 mM KH2PO4. und 10 mM NaCl, in diesem
Puffer fand auch die Synthase-Reaktion statt (Assaypuffer). Die liposomenhaltige
Fraktion war leicht an der irisierenden Färbung erkennbar. Der Na
+-Gehalt wurde
mittels einer Na
+-Elektrode als <15 mM bestimmt. Das Na
+-Potential (ΔpNa)
beträgt daher ca. 70 mV. Durch Zugabe von Valinomycin wurde zusätzlich ein
K
+-Diffusionspotential von ca. 190 mV erzeugt. Es stand also eine Triebkraft von
260 mV zur Verfügung. Die so vorbereiteten Proteoliposomen (2 ml) wurden mit
2 µM Valinomycin (10 µl einer 0,2 M Stammlsg.) versetzt und die Reaktion durch
Zugabe  von  10  mM  ADP-K  (20  µl  einer  0,5  M  Stammlsg.)  gestartet.  Die
Versuche wurden bei 30°C durchgeführt. Alle 30 s wurden Proben entnommen
(je 10 µl). Die Reaktion wurde durch Zugabe von 250 µl Messpuffer (5 mM
NaHAsO4, 4 mM MgSO4, 20 mM Glycylglycin, pH 8) gestoppt und die Proben
wurden  sofort  nach  Zugabe  von  5  µl  Luciferin/Luciferase-LösungMaterialien und Methoden 39
chemiluminometrisch vermessen. Ohne Zugabe von ADP war keine ATP-Bildung
messbar.
Anhand einer zuvor aufgenommenen Kalibrierungsgeraden mit definierten
ATP-Mengen konnte die gebildete ATP-Menge bestimmt werden.
2.12.5.  Erzeugung des Na
+-Potentials (Δ pNa)
Um  zu  überprüfen,  ob  das  Na
+-Potential alleine als Triebkraft für die ATP-
Synthese  ausreichend  ist,  wurde  ein  Ansatz  untersucht,  bei  dem  kein
Valinomycin zugegeben wurde und so auch kein K
+-Diffusionspotential vorliegt.
Hierbei werden die Proteoliposomen wie in 2.12.4. behandelt, allerdings
wurde kein Valinomycin zugegeben. Zu den so vorbereiteten Proteoliposomen (2
ml) wurden 10 mM K-ADP (20 µl einer 0,5 M Stammlsg.) gegeben und damit die
Reaktion gestartet.
Um einen Einfluss des Valinomycins auf die Aktivität der ATP-Synthase
ausschließen zu können, wurden auch Messungen durchgeführt, bei denen in
Abwesenheit von 200 mM KCl im Assaypuffer Valinomycin zugesetzt wurde. Die
Versuche wurden bei 30°C durchgeführt. Alle 30 s wurden Proben entnommen
(je 10 µl). Die Reaktion wurde durch Zugabe von 250 µl Messpuffer (5 mM
NaHAsO4, 4 mM MgSO4, 20 mM Glycylglycin, pH 8) gestoppt und die Proben
wurden  sofort  nach  Zugabe  von  5  µl  Luciferin/Luciferase-Lösung
chemiluminometrisch vermessen.
Anhand einer zuvor aufgenommenen Kalibrierungsgeraden mit definierten
ATP-Mengen konnte die gebildete ATP-Menge bestimmt werden.
2.12.6.  Erzeugung  eines elektrochemischen Potentials (ΔΨ)
Für den Mechanismus der Ionentranslokation durch den FO-Teil des Enzyms ist
es von enormer Wichtigkeit, ob ein Na
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der ATP-Synthase ist. Daher wurde auch ein Ansatz gewählt, bei dem lediglich
das K
+-Diffusionspotential als Triebkraft zur Verfügung stand. Dazu wurden die
Proteoliposomen nicht mit Na
+ geladen, da der Ladepuffer nur 20 mM NaCl
enthielt. Die Proteoliposomen enthielten daher etwa genausoviel Na
+ wie der
Assaypuffer. Das bedeutet, dass zwar Na
+-Ionen vorhanden waren, jedoch kein
Gradient und damit auch kein ΔpNa. Ansonsten erfolgte die Durchführung des
Versuches wie unter 2.12.4. beschrieben.
.
Die vorbereiteten Proteoliposomen (2 ml) wurden mit 2 µM Valinomycin
(10 µl einer 0,2 M Stammlsg.) versetzt und die Reaktion durch Zugabe von 10
mM K-ADP (20 µl einer 0,5 M Stammlsg.) gestartet. Die Versuche wurden bei
30°C durchgeführt. Alle 30 s wurden Proben entnommen (je 10 µl). Die Reaktion
wurde durch Zugabe von 250 µl Messpuffer (5 mM NaHAsO4, 4 mM MgSO4, 20
mM Glycylglycin, pH 8) gestoppt und die Proben sofort nach Zugabe von 5 µl
Luciferin/Luciferase-Lösung chemiluminometrisch vermessen.
2.13.  Proteinbestimmung an ganzen Zellen
Die Proteinbestimmung an ganzen Zellen erfolgte nach Schmidt (1963).
2.14.  Proteinbestimmung nach LOWRY
Die Bestimmung von Proteinkonzentrationen erfolgte nach Lowry et. al. (1951) in
der modifizierten Form von Kresze (1983). Bei Bestimmung stark hydrophober
Proteine  wurde  ein  leicht  abgewandeltes  Protokoll  verwendet,  bei  dem  die
Denaturierung der Proteine in NaOH auf 2 h ausgedehnt und die Carbonat-
Lösung zusätzlich mit 0,5 M NaOH versetzt wurde. Da die Zugabe des Folin-
Reagenz in Gegenwart nichtionischer Detergenzien zur Fällung von Proteinen
führen kann, wurden solche Proben mit der 10facher Konzentration an SDS
versetzt (Dulley und Grieve; 1974).Materialien und Methoden 41
2.15.  Proteinbestimmung nach BIURETH
Bei großen Proteinkonzentrationen wurde der Proteingehalt nach der Biuret-
Methode mit KCN (Bode et al., 1968) quantifiziert. Zuvor wurden die Proteine
durch TCA-Fällung (Wessel und Flügge, 1984) aus der Lösung entfernt. Als
Standardprotein diente BSA (Rinderserumalbumin).
2.16.  Konzentrierung und Dialyse von Proteinlösungen
Zur Konzentrierung der Na
+-F1FO-ATPase wurden Vivaspin 20-Röhrchen der Fa.
Sartorius (Göttingen, BRD) mit Ausschlussgrößen von 20, 100 und 300 kDa
genutzt.
Zur Dialyse von Proteinlösungen wurden Zellutrans-Dialyseschläuche (Fa.
Carl Roth, Karlsruhe, BRD) mit einer Porengröße von 18 Å genutzt. Die Dialyse
erfolgte bei 4°C für 12 h gegen das 100fache Probenvolumen.
2.17.  Polyethylenglykol-Fällungen
In Lösung befindliche Proteine wurden durch Zugabe von Polyethylenglycol
(PEG),  einer  hochmolekularen  Polymerverbindung,  gefällt.  Die  nach  der
Bezeichnung PEG aufgeführte Zahl gibt die ungefähre Größe des Moleküls in
KDa an. PEG bindet Wasser und entzieht es dem Protein, dadurch verliert dieses
seine Löslichkeit und präzipitiert. Das Präzipitat wurde dann durch Zentrifugation
vom Zentrifugat getrennt.
2.18.  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophore
Die  Auftrennung  von  Proteinen  durch  denaturierende  Polyacrylamid-
Gelelektrophorese erfolgte nach Schägger und von Jagow (1987). Die Gele
wurden  mit  Silber  (Blum et al.,  1987)  oder  Coomassie  Brilliant  Blue  G250
angefärbt (Weber and Osborne, 1969).Materialien und Methoden 42
2.19.  Native-Gradienten-Page
Die Auftrennung von nativen Proteinkomplexen erfolgte in Gradientengelen (4 -
20%) mit den Maßen 14 cm x 16 x 0,1 cm (Breite x Höhe x Dicke). Die Gele
wurden mit Hilfe eines an eine "Microperplex Peristaltic Pump" angeschlossenen
Gradientenmischers gegossen. In die vordere Kammer des Gradientenmischers
wurde  eine  23  ml  schwere  Lösung  (250  mM  Tris,  0,25  mM  MgCl2,  20  %
Acrylamid, 1% Bisacrylamid, 8,6% Glycerin, 0,1% Triton X-100, pH 8,5) und in
die hintere Kammer eine 24 ml leichte Lösung (250 mM Tris, 0,25 mM MgCl2, 4
% Acrylamid, 0,2% Bisacrylamid, 8,6% Glycerin, 0,1% Triton X-100, pH 8,5)
gegeben. Kurz vor dem Gießen wurden in beide Kammern 60 µl APS und 12 µl
TEMED gegeben. Das Sammelgel wurde mit der leichten Lösung gegossen. Der
Gellauf erfolgte bei 120 V für 20 - 24 h bei 4°C.
2.19.1.  Elution von Proteinen aus Gelen
Die Elution von Proteinen aus Polyacrylamidgelen erfolgte bei 100 V für 12 h in
einer S&S-Biotrap-Kammer (Fa. Schleicher & Schuell, Dassel, BRD) nach den
Herstellerangaben. Als Elutionspuffer dienten 25 mM Tris, 200 mM Glycin,
0,025% SDS.
2.20.  Immunologische Analysen durch Western-Blot
Zur immunologischen Analyse durch Western-Blot von Proteinen mit Antiseren
wurden  die  Proteine  durch  eine  "Semi  dry  transfer  cell  Transblot  SD"-
Transferkammer (Fa. BioRad Laboratories, Hercules, USA) nach dem Semidry-
Verfahren bei 15 V für 90 min auf eine Nitrocellulosemembran (ProtranBA 85, Fa.
Schleicher und Schuell, Dassel, BRD) übertragen. Als Transferpuffer, mit dem
die Membran, das Gel und das Filterpapier (Fa. Whatman, Maldstone, GB)
angefeuchtet wurden, dienten 100 mM Tris, 100 mM Glycin, 20% Methanol, pH
7.
Nach dem Transfer wurden die Membranen mit Amidoschwarz (0,1%
Amidoschwarz, 45% Methanol, 10% Essigäure) für 5 min angefärbt und nachMaterialien und Methoden 43
Markierung der Proteinstandards mit PBST (140 mM NaCl, 10 mM KCl, 6,4 mM
Na2HPO4, 2 mM KH2PO4, 0,05% Tween 20, pH 7) entfärbt. Zur Absättigung der
Membranen mit Protein wurden diese dann 1 h in 0,1% Milchpulver (in PBST) bei
Raumtemperatur schüttelnd inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der Membran
für 10 min mit PBST wurde das Antiserum einer Konzentration von 4 – 20 µg/ml
PBST zugegeben und über Nacht inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der
Membran mit PBST für 30 min wurde diese 1 h mit Protein-A-Konjugat (6 µl/20
ml PBST, Fa. ICN Pharmaceuticals, Costa Mesa, USA) inkubiert und dann
erneut  dreimal  10  min  mit  PBST  gewaschen.  Die  Detektion  von  Proteinen
erfolgte nach Inkubation der Membran in Detektionslösung (0,03% H2O2, 1,2 mM
Luminol, 0,2 mM p-Coumarsäure, 100 mM Tris-HCl, pH 8.0) für 2 min. Die
Dokumentation der Fluoreszenz erfolgte durch Belichtung von Röntgenfilmen
(XnAMAT-AR, Fa. Kodak AG, Stuttgart, BRD).
2.20.1.  Aufreinigung von IgGs
Zur Aufreinigung von IgGs aus Antiseren kam eine Protein-A-Sepharose-Säule
mit einem Bettvolumen von 2 ml zum Einsatz. Als Säulenpuffer dienten 20 mM
Phosphatpuffer (pH 7). Die Säule wurde mit 2 ml Antiserum beladen und so
lange mit Säulenpuffer gespült, bis kein Protein mehr im Durchfluss nachweisbar
war. Die Elution der gebundenen IgGs erfolgte mit 0,1 M Citrat (pH 3). Um eine
Denaturierung der Immunglobuline zu verhindern, wurden Fraktionen von 800 µl
aufgefangen und zur Neutralisierung sofort mit 200 µl 1 M K2HPO4 (pH 9,5)
versetzt. War in den Eluaten kein Protein mehr zu detektieren, wurde die Säule
mit 20 ml Säulenpuffer regeneriert. Die Lagerung der Antikörper erfolgte bei -
20°C.
2.21.  Reinigung der Na
+-F1FO-ATP-Synthase aus A. woodii
Zur  Reinigung  der  Na
+-F1FO-ATPase  wurden  die  gesamten  gewaschenen
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solubilisiert (Aufurth et al., 2000). Im Mittel wurden etwa 400 mg Protein aus 17,5
l Kultur erhalten.
2.21.1.  Solubilisierung des Enzyms aus der Cytoplasmamembran
Zur Solubilisierung der Na
+ F1FO-ATPase aus gewaschenen Membranen wurden
diese mit Detergens (1 mg Dodecylmaltosid (DDM) pro mg Protein) versetzt und
unter Rühren 1 h bei 4°C inkubiert. Die restlichen Membranen wurden aus dem
Ansatz  durch  Ultrazentrifugation  (45  min,  120.000  x  g,  Ti  50.2-Rotor,  Fa.
Beckman Coulter, Fullerton, USA) entfernt. Der Überstand (Solubilisat) wurde zur
nachfolgenden Gelfiltration eingesetzt.
2.21.2.  Gelfiltration
Zur Gelfiltration wurde als Säulenmaterial Sephacryl S-400 HR (Fa. Amersham
Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Schweden), das nach Angaben des Herstellers
aufbereitet wurde, genutzt. Das Säulenmaterial wurde in einer C-Säule (Fa.
Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Schweden) mit einer Länge von 100
cm, einem Durchmesser von 2,6 cm und einem Bettvolumen von ca. 420 ml
verwendet. Als Säulenpuffer dienten 50 mM Imidazol, 2,5 mM MgSO4, 50 mM
NaCl, 0,5 mM PMSF, 0,1% Triton X-100, pH 7,5. Alle Gelfiltrationsläufe erfolgten
an einem Äkta-prime-plus-System (Fa. Amersham Pharmacia Biotech part of GE
Healthcare, General Electric, Atlanta, USA) mit einer Flussrate von 0,2 ml/min.
Auf die Säule wurden maximal 4 ml Solubilisat mit einer Proteinkonzentration von
30 mg/ml aufgetragen Die Säule wurde vor dem Probenauftrag mit zwei Volumen
Säulenpuffer gespült. Die Proteine wurden mit einem Volumen Säulenpuffer
eluiert und in 10 ml-Fraktionen durch einen Fraktionssammler aufgefangen.
2.21.3.  Dichtegradientenzentrifugation
Die Gradienten wurden in Polyallomerröhrchen (Fa. Kendro Laboratory Products,
Newton,  USA)  mithilfe  eines  an  eine  "Microperplex  Peristaltic  Pump"  (Fa.
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Gradientenmischers folgendermaßen gegossen: 1 ml einer 30% (v/v) Glycerin-
Lösung in Säulenpuffer (50 mM Imidazol, 50 mM NaCl, 2,5 mM MgSO4, 0,5 mM
PMSF, 0,1% Triton X-100, pH 7,5) wurde auf den Grund der Röhrchen gegeben
und mit 30 ml eines Gradienten aus je 15 ml der hoch- und niedrig-konzentrierten
Lösungen überschichtet. Auf den Gradienten wurde 1 ml Probe (150 µg Protein)
aus der Gelfiltration gegeben. Die Dichtegradientenzentrifugationen wurden mit
142.000 x g für 8 h bei 4°C durchgeführt. Die Gradienten wurden nach der
Zentrifugation durch eine an eine "Microperplex Peristaltic Pump" (Fa. Amersham
Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Schweden) angeschlossene Kanüle vom Boden
der Röhrchen in 1,5-ml-Fraktionen abgesaugt.
2.21.4.  Anionenaustauschchromatographie
Die Ionenaustauscher-Chromatographie wurde an einem ÄKTA Basic UPC (Fa.
Amersham Part of GE Healthcare, Uppsala, Schweden) durchgeführt. Als Säule
wurde eine MonoQ
® 16/10-Säule verwendet (Fa. Amersham). Als Niedrigsalz-
und Hochsalzpuffer wurden 0 bzw.1 M NaCl in 50 mM Imidazol, 5 mM MgSO4,
0,5 mM PMSF, 0,1% Triton X-100, pH 7,5, genutzt. Die Säulen wurden vor dem
Probenauftrag mit drei Volumen Hochsalz- und drei Volumen Niedrigsalzpuffer
gespült. Die Elution der Proteine erfolgte durch einen Gradienten von 0 – 1 M
NaCl über vier Säulenvolumen, gefolgt von zwei Volumen Hochsalzpuffer. Die
Flussrate betrug in allen Fällen 1 ml/min.
2.22.  Isolierung des c-Ringes der Na
+-F1FO-Synthase aus A. woodii
Zur Reinigung des c-Ringes kamen zwei Methoden zur Anwendung. Zuerst
wurde die Isolierung aus dem gereinigten Enzym vorgenommen. Die erreichten
Ausbeuten lagen jedoch im analytischen Maßstab, so dass eine Isolierung aus
dem Solubilisat zur Gewinnung größerer Mengen des Oligomers für die 3D-
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2.22.1.  Isolierung aus der gereinigten Na
+-F1FO-ATP-Synthase
Um den c-Ring zu isolieren, bedient man sich der extremen Stabilität des c-
Ringes, welcher sogar gegen hohe Konzentrationen von SDS und extreme
Temperaturen (>100°C) stabil ist. Zuerst wurde der Enzymkomplex der Na
+-
F1FO-ATP-Synthase (ca. 10 ml, 8 mg/ml Protein) durch 20-minütige Inkubation
mit 1,5% (w/v) N-Lauroylsarcosin dissoziert. Nach dem Abkühlen auf 20°C
wurden  durch  Zugabe  einer  gesättigten  Ammoniumsulfatlösung  zu  einer
Konzentration von 68% (v/v) Sättigung alle Monomere bis auf den c-Ring aus der
Lösung gefällt (2h, 20°C). Das Präzipitat wurde durch Filtrationen (Rundfilter mit
2,6 µm Porengröße, Schleicher & Schuell, Dassel, Germany), gefolgt von einer
Mikrofiltration (0,2 µm Porengröße, Nalgene, Rochester, NY, USA), entfernt. Zur
Entfernung des Ammoniumsulfates wurde das Filtrat 24h bei 4°C gegen das
100fache Volumen von  10 mm Tris ⁄ HCl, 200 mm NaCl, pH 8.0, dialysiert. Das
Dialysat  wurde  zu  1.5%  (v/v)  mit  β-n-Octoylglycosid (Biomol,  München,
Deutschland) versetzt und mit einem Konzentrator (30 kDa; Amicon, Hannover,
Deutschland) bis zu der gewünschten Proteinkonzentration ankonzentriert. Die
Reinheit wurde durch SDS-Gelelektrophorese und Westernblotanalyse überprüft
2.22.2.  Isolierung aus dem Solubilisat
Um größere Mengen des c-Ringes zu erhalten, wurde eine Isolierung aus dem
Solubilisat  entwickelt.  Hierbei  wird  die  gesamte  ATP-Synthase  nur  grob
vorgereinigt. Dazu wurde das Solubilisat  (40-50 ml, 1 mg/ml Protein, ca. 1 mg
Detergenz pro mg Protein) mit 8% (w/v) PEG8000 inkubiert, der entstandene
Niederschlag wurde mittels Zentrifugation entfernt. Das Zentrifugat wurde dann
erneut mit nun 15% (w/v) PEG8000 inkubiert. Der Niederschlag wurde ebenfalls
durch Zentrifugation entfernt. Das Sediment wurde nun dreimal mit 10 mM Tris ⁄
HCl, 200 mM NaCl, 15% PEG8000, pH 8.0, gewaschen und anschließend in 60
ml  10 mm Tris ⁄ HCl, 200 mm NaCl,  pH 8.0, 1.5% β-n-Octoylglycosid (w/v) mit
aufgenommen.  Die  Isolierung  des  c-Ringes  erfolgte  dann  wie  unter  2.19.1Materialien und Methoden 47
beschrieben.  Die  Reinheit  wurde  durch  SDS-Gelelektrophorese  und
Westernblotanalyse überprüft.
2.23.  Erzeugung von Proteinkristallen
Um die Untereinheitenzusammensetzung, die Größe und Struktur des c-Ringes
zu  untersuchen,  wurden  aus  Proben  des  gereinigten  c-Ringes  2-  und  3D-
Proteinkristalle  hergestellt.  Die  3D-Kristallisationsarbeiten  wurden  in
Kollaboration mit Dr. Thomas Meier am Max-Planck-Institut für Biophysik in
Frankfurt durchgeführt.
2.23.1.  Erzeugung von 2D-Proteinkristallen
Für die 2D-Kristallisation wurde die Methode nach Stahlberg et. al. (Stahlberg et
al., 2001) verwendet. Hierzu wurde eine c-Ring-Probe mit 1-Palmitoyl-2-Aleyl-sn-
Glycero-3-Phosphocholin  (Avanti  Polar  Lipids  Inc.,  Alabaster,  AL,USA)  in
verschiedenen Lipid-zu-Proteinverhältnissen (w/w) gemischt (0,5:1; 1:1; 1,5:1).
Diese Mischungen wurden in 50 µl Mikrodialyse-Buttons (Hampton Research,
Aliso Viejo, CA, USA) gegen 50 ml of 10 mM Tris ⁄ HCl (pH 8.0), 200 mM NaCl
and  3  mM  NaN3  für  24,  48  und  72  h  bei  16,  25  und  37°C  dialysiert.  Die
gewonnenen 2D-Kristalle wurden anschließend bei 4°C gelagert. Die Analyse
der  2D-Kristalle  erfolgte  durch  Elektronenmikroskopie  und
Rasterkraftmikroskopie.
2.23.1.1.  Elektronenmikroskopie
Die  gewonnenen  2D-Kristalle  wurden  durch  TEM  (Transmissions-
Elektronenmikroskopie) untersucht . Dazu wurden die Kristalle in 4,5% (w/v)
Trehalose  nach  der  „back-injektion“-Methode  auf  ein  Molybdängitterträger
aufgebracht (Pacific Grid-Tech, San Diego, CA,USA). Die Proben wurden dann
in einem Helium-gekühlten JEOL 3000 SFF-Elektronenmikroskop bei 4° K und
bei einer Beschleunigungsspannung von 300.000 V analysiert. Die Bilder wurden
durch Punkt-Abtastung  mit einer Auflösung von 24x30 Punkten pro Bild (Kodak-Materialien und Methoden 48
SO-163-Film) bei einer Vergrößerung von 53.000 und einer Elektronendosis von
20-30 Elektronen/Å
2 aufgenommen. Die Filme wurden für 12 min im Kodak-D-19-
Entwickler entwickelt. Die selektierten Bilder wurden mit einem Zeiss-SCAI-
Scanner digitalisiert. Die Pixelgröße von 7 µm entsprach dabei 1,3 Å.  Die Daten
wurden  durch  die  MRC-  (Crowther  et  al.,  1996)  bzw.  CCP4
(CollaborativeComputationalProject, 1994)-Algorithmen prozessiert und zu einer
finalen Auflösung von bis zu 5 Å aufsummiert. Die EM-Aufnahmen wurden am
MPI für Biophysik in Frankfurt von Deryck Mills und Janet Vonck gemacht.
2.23.1.2.  Rasterkraftmikroskopie (Atomic Force Microscopy)
Die  2D-Kristalle  wurden  parallel  durch  AFM  (Atomic  Force  Microscopy)
untersucht.  Hierbei  tastet  eine  Piezo-gesteuerte  Spitze  die  Oberfläche  des
Kristalls physisch ab und entwickelt hieraus ein Oberflächenprofil. Es wurde ein
für die Beobachtung von Einzelkomplexen in Lösungen modifiziertes Atomic
Force-Mikroskop mit einem 100 µm X/Y Piezoscanner verwendet (Nanoscope
IIIa, DI-Veeco, Santa Barbara, CA; USA). Die 100 µm langen Silikonnitrit AFM-
Nadeln (Olympus, Tokyo, Japan) hatten eine nominelle Federkonstante von 0,9
N/m. Das zu untersuchende Protein wurde durch 30 min Inkubation auf frisch
geschnittene Träger aufgebracht. Danach wurden die Träger gespült, um nur
lose anhaftendes Material zu entfernen. Die Messungen wurden in Puffer (10 mm
Tris-HCl,  200  mm  NaCl,  0.02%  NaN3,  10%  Glycerol,  pH  7.8)  bei  25°  C
durchgeführt. Die Andruckkraft betrug 100 pN bei einer Linienfrequenz von 4-6
Hz. Zur Bildprozessierung wurden individuelle Felder des topografischen Bildes
ausgewählt und durch ein referenzfreies Alignement summiert. Dazu wurde die
SPIDER-Bild-Verarbeitungssoftware (Wadsworth Labs, NY,USA) verwendet. Zur
Berechnung  der  Korrelationsbilder  wurde  die  SEMPER-
Bildverarbeitungssoftware verwendet (Synoptics Ltd, Cambridge, UK). Die AFM
Topographen wurden in Kooperation mit dem Arbeitskreis von Prof. D. Müller an
der TU Dresden aufgenommen.Materialien und Methoden 49
2.24.  Erzeugung von 3D-Proteinkristallen
Für die 3D-Kristallisation des c-Ringes wurde eine gereinigte Proteinprobe mit
einer Konzentration von 8-10 mg/ml eingesetzt. Zur Eingrenzung des optimalen
Detergenzes wurde der „Detergent-Screen-I,II,III-Kit“ von Hampton Research
(Hampton Research, NY, USA) verwendet. Es wurden je 72 Detergenzien in
verschiedenen Protein-/Detergenz-Verhältnissen (v/v) getestet (0,5:1, 1:1, 2:1).
Des Weiteren wurde die Inkubationstemperatur im Bereich von 8 – 24°C variiert.
Der Ansatz umfasste im ersten Versuch 1080 verschiedene Bedingungen und
benötigte ca. 10 mg gereinigten c-Ring. Die Platten für den Screen wurden im
„Hanging Drop“-Verfahren angesetzt (2 µl Tropfenvolumen, 200µl Reservoir). In
Tabelle 1 sind die verwendeten Detergenzien aufgeführt.
Tabelle 1, Verwendete Detergenzien im Hampton Screen.
Reagenz Nr. Detergenz Mw CMC* (mM) [mM]
1 C12E9 ~ 583 0,05 0,5
2 C12E8 538,8 0,11 1,1
3 n-Dodecyl-β-D-Maltosid 510,6 0,17 1,7
4 Sucrose-Monolaurat 524,6 0,30 3,0
5 CYMAL-6 508,5 0,56 5,6
6 TRITON X-100 650,0 0,90 9,0
7 CTAB 364,46 1,00 10,0
8 Big CHAP, Deoxy 862,1 1,40 14,0
9 n-Decyl-β-D-Maltosid 482,6 1,80 18,0
10 LDAO 229,41 2,00 20,0
11 CYMAL‚-5 494,5 5,00 50,0
12 ZWITTERGENT‚ 3-12 335,6 4,00 40,0
13 n-Nonyl-β-D-Glucosid 306,4 6,50 65,0
14 n,n,Actyl-β-D-Thioglucosid 308,4 9,00 90,0
15 DDAO 201,35 10,40 104,0
16 HECAMEG‚ 335,4 19,50 195,0Materialien und Methoden 50
17 n, n, Actanoylsucrose 468,5 24,40 244,0
18 n-Heptyl-β-D-Thioglucopyranosid 294,4 30,00 300,0
19 n,n,Actyl-β-D-Glucosid 292,4 20,00 200,0
20 CYMAL‚-3 466,5 34,50 345,0
21 C-HEGA‚-10 377,5 35,00 350,0
22 ZWITTERGENT‚ 3-10 307,6 40,00 400,0
23 MEGA‚-8 321,4 79,00 790,0
24 n-Hexyl-β-D-Glucopyranosid 264,3 250,00 2500,0
25 Pluronic
® F-68 ~8350 K. A. 10% w/v
26 Anapoe
® 35 K. A. K. A. 10% v/v
27 n-Dodecyl-ß-D-Maltotriosid 672,78 0,2 2 mM
28 Anapoe
® 58 K. A. K. A. 10% v/v
29 Anapoe
® X-114 K. A. K. A. 10% v/v
30 Anapoe
® X-305 K. A. K. A. 10% v/v
31 Anapoe
® X-405 K. A. K. A. 10% v/v
32 Anapoe
® 20 1227,54 0,059 10% v/v
33 Anapoe
® 80 1309,68 0,012 10% v/v
34 Anapoe
® C10E6 427,10 0,9 10% v/v
35 Anapoe
® C10E9 K. A. K. A. 10% v/v
36 Anapoe
® C12E10 K. A. K. A. 10% v/v
37 Anapoe
® C13E8 K. A. K. A. 10% v/v
38 IPTG 238,30 K. A. 10% w/v
39 n-Dodecyl-N,N-Dimethylglycin 271,40 1,5 15.0
40 HEGA-10 379,50 7,0 70.0
41 C8E5 350,50 7,1 71.0
42 CHAPS 614,90 8,0 80.0
43 CHAPSO 630,90 8,0 80.0
44 C-HEGA-11 391,50 11,5 115
45 HEGA-9 365,50 39,0 390
46 C-HEGA-9 363,50 108,0 1.08 M
47 HEGA-8 351,50 109,0 1.09 MMaterialien und Methoden 51
48 CYPFOS-3 293,30 180,0 1.80 M
49 BAM 384,44 K. A. 10% w/v
50 n-Hexadecyl-β-D-Maltosid 566,6 0,0006 0.006
51 n-Tetradecyl-β-D-Maltosid 538,6 0,01 0.1
52 n-Tridecyl-b-β-Maltosid 524,6 0,033 0.33
53 Thesit
® 582,9 0,09 0.9
54 ZWITTERGENT
® 3-14 363,6 0,4 4.0
55 n-Undecyl-β-D-Maltosid 496,6 0,59 5.9
56 n-Decyl-β-D-Thiomaltosid 498,6 0,9 9.0
57 FOS-Choline
® -12 351,5 1,5 15.0
58 n-Decanoylsucrose 496,6 2,5 25
59 1-s-Nonyl-β-D-Thioglucosid 322,4 2,9 29.0
60 n-Nonyl-β-D-Maltosid 484,6 3,2 32.0
61 DDMAB 299,5 4,3 43.0
62 n-Nonyl-β-D-Maltosid 468,4 6,0 60.0
63 CYMAL
® -4 480,5 7,6 76.0
64 n,n, Actyl-β-D-Thiomaltosid 470,6 9,0 90.0
65 FOS-Choline
® -10 323,4 13,0 130
66 FOS-Choline
® -9 309,4 19,0 190
67 MEGA
® -9 335,5 25,0 250
68 1-s-Heptyl-β-D-Thioglucosid 294,4 29,0 290
69 FOS-Choline
® -8 295,4 102,0 1.02 M
70 CYMAL
® -2 452,5 120,0 1.20 M
71 ZWITTERGENT® 3-08 279,6 330,0 3.30 M
72 CYMAL
® -1 438,5 340,0 3.4 M
*CMC: Kritische Mizellenkonzentration (mM)
Nach der Eingrenzung der optimalen Detergenzien wurde ein Screen verwendet,
welcher auch bei der 3D-Kristallisation des c-Ringes von I. tartaricus verwendet
wurde (Meier et al., 2005a). Hier kamen in einem 0,1 M-Natriumacetat-Puffer (pHMaterialien und Methoden 52
4,48) verschiedene Konzentrationen (v/v) von PEG100-400 bei unterschiedlichen
Temperaturen (16, 20, 24°C) zum Einsatz (Tabelle 2). Diese Ansätze wurden mit
einem Tropfenvolumen von 1 µl bei einem Reservoirvolumen von 500 µl im
„Hanging Drop“-Verfahren durchgeführt.
Tabelle 2, Verwendete Detergenzien im c-Ring-Screen mit den jeweiligen
Konzentrationen in % (v/v)
Ansatz Nr. Detergenz [Konz.] (v/v) (%)
A1 PEG 100 8
A2 PEG 100 12
A3 PEG 100 14
A4 PEG 100 16
A5 PEG 100 18
A6 PEG 100 20
A7 PEG 100 22
A8 PEG 100 26
B1 PEG 200 8
B2 PEG 200 12
B3 PEG 200 14
B4 PEG 200 16
B5 PEG 200 18
B6 PEG 200 20
B7 PEG 200 22
B8 PEG 200 26
C1 PEG 300 8
C2 PEG 300 12
C3 PEG 300 14
C4 PEG 300 16
C5 PEG 300 18
C6 PEG 300 20
C7 PEG 300 22Materialien und Methoden 53
C8 PEG 300 26
D1 PEG 400 8
D2 PEG 400 12
D3 PEG 400 14
D4 PEG 400 16
D5 PEG 400 18
D6 PEG 400 20
D7 PEG 400 22
D8 PEG 400 26
Der Erfolg der Kristallisation wurde unmittelbar nach dem Ansetzen sowie nach
24h und anschließend im Abstand von 7 Tagen kontrolliert. Um ein möglichst
wasserfreies Einfrieren der Kristalle zu gewärleisten, wurden diese vor dem
Einfrieren für 120-180 s in 30% PEG inkubiert.
2.25.  MALDI-TOF-MS
Massenspektren wurden mit der MALDI-TOF-Technik (Matrix-Asisted-Laser-
Desorption/Ionisation-Time of Flight) erzeugt. Die Proteine wurden zuerst durch
SDS-Gelelektrophores  aufgetrennt  und  mit  Coomassie  Brilliant  Blue  G250
angefärbt (Weber und Osborne, 1969). Alle sichtbaren Banden wurden mit einem
sterilen Skalpell ausgeschnitten und wie beschrieben behandelt (Rosenfeld et al.,
1992; Shevchenko et al., 1996). Die Proben wurden durch einen Microlab Star
digestion®-Roboter  (Microlab,  Bonaduz,  Schweiz)  nach  dem  Protokoll  des
Herstellers verarbeitet und mit Trypsin (Bovin; Roche, Mannheim, Deutschland)
verdaut. Pro Ansatz wurden 2 µl Trypsinlösung (5 mg/ml Protein) zugegeben.
Der Verdau erfolgte für 2h bei 37°C. Die Spektren wurden mit einem Voyager-
DE-STR-Instrument  (PerSeptive  Biosystems,  Framingham,  MA,  USA),
ausgestattet mit einem Stickstoff-Laser (337 nm), aufgenommen. Die Spektren
wurden  im  Positiv-Ionen-Linear-Modus  aufgezeichnet.  Die  totale
Beschleunigungs-Spannung betrug 25 kV. 23,6 kV wurden für das erste Gitter
verwendet. Die Verzögerungszeit betrug 125 ns. Für jedes MassenspektrumMaterialien und Methoden 54
wurden 150 Einzelmessungen gesammelt. Als externer Kalibrierungsstandard
diente der Sequazyme Peptide Mass Standard KIT (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA), als interne Kalibrierung ein selbstverdauendes Peptid mit einer
Masse  von  m/z:  2163.0564.  Die  erhaltenen  Spektren  wurden  mit  der
Flexanalysis©-Software in der Version 2.2 (Bruker Daltronics) unter Anwendung
des  SNAP-Algorythmus  (Signal/Rausch-Ausschlussgrenze:  3,  maximale
Peakanzahl: 150; Qualitätsgrenze: 80) ausgewertet. Die Proteine wurden durch
mascot© (Matrix Science, Boston, MA, USA) mit einer Toleranz von 50 ppm mit
der  NCBI_lnr  Datenbank  identifiziert.  Die  Signifikanz  wurde  erst  ab  einem
Scorewert >77 anerkannt, lag zumeist aber über 90.
2.26.  LILBID-TOF-MS
Die LILBID (Laser Induced Liquid Beam Ionisation Desorption; Morgner et. al.,
2006, Morgner et al.,  2007)-Massenspektrometrie  beruht  grundsätzlich  auf
ähnlichen Messmethoden wie MALDI- oder ESI-TOF auch, gemessen wird die
von  Partialladung  und  Masse  abhängige  Flugzeit  der  ionisierten
Proteinfragmente. Anders als bei anderen Ionisierungsmethoden wird hier jedoch
mittels  eines  Laserpulses  ein  Mikrotropfen  eines  Tropfenstrahles  (50  nm
Tropfendurchmesser,  Volumen  65  pl;  Frequenz  10  Hz)  der  Proteinlösung
komplett ionisiert, die Energie des Laser (λ = 2,8 µm) wirkt dabei nur auf die
kovalente  Bindung  zwischen  Sauerstoff  und  Wasserstoff  im  dipolaren
Wassermolekül. Die Energie ist dabei so hoch, dass die Wassermoleküle in
einen superkritischen Zustand überführt werden. Bei der daraus resultierenden
Tropfenexplosion  werden  die  im  Wasser  solvatisierten  Ionen  freigesetzt,
beginnen  aber  gleichzeitig  auch  aufgrund  der  Coulombanziehung  zu
rekombinieren und sind für die Messung wertlos. Die nicht rekombinierten Ionen
können  hingegen  im  TOF-Detektor  massenspektrometrisch  nachgewiesen
werden.  Unter  sanften  Desorptionsbedingungen  bleiben  nicht  kovalent
gebundene  Komplexe  intakt  und  ermöglichen  so  eine  Bestimmung  der
Komplexmasse. Erhöhte Laserintensität führt zur  Dissoziation von Bindungen,
dabei  zerfallen  die  schwächsten  Bindungen  zuerst,  danach  die  stärkerenMaterialien und Methoden 55
Bindungen. Dies führt zu   einer sequenziellen Auflösung des Komplexes. Die
LILBID-Analysen stellen eine herausragende, neue Methodik zur Analyse von
Proteinkomplexen  dar.  Die  Analysen  wurden  von  Frau  Dr.  Nina  Morgner
(Arbeitsgruppe B. Brutschy), Johann Wolfgang Goethe-Universität, Frankfurt am
Main, durchgeführt.
2.27.  Chemikalien und Gase
Alle Chemikalien stammten, wenn nicht anders angegeben, von den Firmen
Merck KGaA (Darmstadt), Carl Roth GmbH (Karlsruhe) oder Sigma-Aldrich
(Taufkirchen). Die verwendeten Gase wurden von Messer-Griesheim GmbH
(Krefeld) bezogen. Alle Oligonukleotide wurden von MWG Biotech (Ebersberg,
BRD) synthetisiert.Ergebnisse 56
3.  Ergebnisse
3.1.  Reinigung und Charakterisierung der Na
+-F1FO-ATP-Synthase
aus A. woodii
n einer frühere Anreicherung der Na
+-F1FO-ATP-Synthase aus A. woodii war
ein  Enzymkomplex,  bestehend  aus  sechs  Untereinheiten,  nachgewiesen
worden (Reidlinger und Müller, 1994).  Typisch  für  bakterielle  F1FO-ATP-
Synthasen  sind  dagegen  8  Untereinheiten  (Capaldi  et al.,  1992).  Diese
Reinigung umfasste eine Solubilisierung der Na
+-F1FO-ATP-Synthase aus
gewaschenen Membranen mit 0,15% Triton X-100, eine fraktionierte PEG-
Fällung und eine Gelfiltration. Dem so gewonnenen Enzym fehlten jedoch die
Untereinheiten a und b (Abb. 16). Die Untereinheit c1 wurde ebenfalls nicht
detektiert. Des Weiteren war dieses Enzym zwar zur Hydrolyse von ATP
fähig, es konnte jedoch keine ATP-Synthese nachgewiesen werden.
Abb. 16:  Vergleich der Modelle für die ATP-Synthase aus
E.  coli (links) und des gereinigten Enzyms (Reidlinger und
Müller, 1994) aus A. woodii (rechts). Die Untereinheiten a, b und
c1 konnten in dem aus A. woodii gereinigen Enzym nicht  nach-
gewiesen werden.
Anschließende Untersuchungen zeigten, dass die Gene für die Untereinheiten
a, b und c1 im ATP-Synthase Operon zu finden sind (Rahlfs et al., 1999).
Daher wurden weitere Untersuchungen durch Blue Native Page (Aufurth etErgebnisse 57
al.,  2000)  angestellt.  Alle  vorhergesagten  Untereinheiten  konnten  im
Zellextrakt nachgewiesen werden. Auch konnte gezeigt werden, dass die
ATP-Synthase mit einer Masse von ~600 kDa den größten Proteinkomplex in
der  Cytoplasmamembran  darstellt.  Es  sollte  daher  in  dieser  Arbeit  ein
Reinigungsverfahren etabliert werden, das eine Reinigung der Na
+-F1FO-ATP-
Synthase ohne Verlust an Untereinheiten ermöglicht.
3.1.1.  Reinigung der Na
+-F1FO-ATP-Synthase aus A. woodii
Um ausreichende Mengen an Enzym zu erhalten, wurde A. woodii in 17,5-l-
Steilbrustflaschen mit  40 mM Fructose als Substrat bei 30°C kultiviert. Die
Zellernte erfolgte nach 24-27 h in der spätexponentiellen Wachstumsphase
bei  einer  OD600  von  0,8-1,2  mit  einer  Durchlaufzentrifuge.  Im  voll
ausgewachsenen Zustand erreichte das Bakterium zwar höhere Zelldichten
von  OD600  2,5-2,8,  allerdings  war  dann  die  ATPase-Aktivität  geringer.
Abbildung 17 zeigt einen Vergleich der Zelldichte zur ATPase-Aktivität.
Abb.  17: ATPase-Aktivität  in  Abhängigkeit  des
Wachstums von A.  woodii. Die optische Dichte (■)   und  die
Aktivität (▲) in der Membranfraktion sind graphisch aufgetragen. Es
wurde eine 17,5-l-Kultur mit 40 mM Fructose als Substrat bei 30°C
angezogen. Zur Bestimmung der Aktivität wurden jeweils 1000 ml
Medium  steril  abgezogen  und  die  Membranen  präpariert.  Die
höchste gemessene ATPase-Aktivität (0,68 U/mg) wurde 100%
gesetzt.Ergebnisse 58
Aus einer 17,5-l-Kultur wurden im Mittel ca. 30 g Zellen erhalten. Die Zellen
wurden dreimal in Zellaufschlusspuffer gewaschen. Danach wurden die Zellen
in Protoplastenpuffer aufgenommen, durch Inkubation mit 0,5 g Lysozym
angedaut  und  anschließend  in  der  Frenchpress  bei  1000  PsiG
aufgeschlossen; je nach Aufschlussqualität wurde die Passage durch die
Frenchpress bis zu 3-mal wiederholt. Nach Abtrennung der Zelltrümmer durch
Zentrifugation wurden die Membranen durch Ultrazentrifugation aus dem
Zentrifugat  präpariert.  Die   gewonnenen  Membranen  wurden  in
Membranpuffer aufgenommen und dreimal gewaschen. Aus 30 g Zellmasse
wurden in den gewaschenen Membranen etwa 430-450 mg Protein erhalten
und zur Solubilisierung eingesetzt. Obwohl A. woodii ein anaerobes Bakterium
ist,  hatte  Sauerstoff  keinen  Einfluss  auf  die  ATPase-Aktivität  an  den
Membranen,  die  Reinigung  wurde  daher  unter  aeroben   Bedingungen
durchgeführt.
3.1.2.  Solubilisierung
Um das mit seinem lipophilen FO-Teil in der Membran verankerte Enzym
isolieren zu können, musste dieses zuerst aus der Membran gelöst werden.
Das geschah durch Solubilisierung mit einem Detergenz. Das Detergenz
verdrängt  dabei  die  Lipide  und  hüllt  die  lipophilen  Proteinteile  in
Detergenzmizellen ein. Verschiedene Detergenzien bilden unterschiedliche
große Mizellen und haben auch verschiedene Solubilisierungsintensitäten.
Um eine maximale Ausbeute zu erzielen, wurden zunächst verschiedene
Detergenzien (Triton X-100, Triton X-100 reduziert, CHAPS und n-Dodecyl-β-
D-Maltosid (DDM)) in unterschiedlichen Detergenz-zu-Protein-Verhältnissen
für die Solubilisierung gestestet. Nach jeweils 1h Inkubation des Detergenzes
mit  gewaschenen  Membranen  bei  4°C  wurden  die  Membranen  durch
Ultrazentrifugation  abgetrennt  und  das  Zentrifugat  mit  Zentrifugations-
konzentratorröhrchen  (Vivaspin  Column,  300  kDa  Ausschlussgröße)
eingeengt,  dabei  wurden  auch  alle  Proteine  <  300  kDa  abgetrennt.
Anschließend wurde die ATPase-Aktivität bestimmt. Da aus vorhergehendenErgebnisse 59
Untersuchungen bekannt war, dass Triton X-100 auch in geringsten Mengen
einen  sehr  stark  stimulierenden  Einfluss  auf  die  Enzymaktivität  hatte
(Reidlinger, 1994), wurde jeder Probe vor der Messung 0,1% Triton X-100
zugegeben, die Vollständigkeit des Enzyms durch Western Blot gegen die a-
und c1-Untereinheit und 2D-Blue-Native-Page getestet. In Abbildung 17 sind
die Ergebnisse aufgetragen.








































Abb.  18:   Solubilisierung  der  ATP-Synthase  aus  den
gewaschenen Membranen von A. woodii durch verschiedene
Detergenzien. Die schwarze Linie repräsentiert die Aktivität der
Membranfraktion, 0,86 U/mg Protein. Als Detergenzien wurden
CHAPS (▼), TRITON X-100 (▲), TRITON X-100 reduced () und
Dodecylmaltosid verwendet ()..
Die Solubilisierungsexperimente zeigten, dass alle Detergenzien in der Lage
waren, die Na
+-F1FO-ATP-Synthase aus den Membranen zu lösen. Die besten
Ergebnisse lieferte DDM, das ein Solubilisat mit einer ATPase-Aktivität von 5
























X-100  und  TRITON  X-100-reduziert  zeigten  vergleichbare
Solubilisierungsleistungen mit maximalen ATPase-Aktivitäten von ca. 2,4
U/mg. Das sanfteste Detergenz CHAPS lieferte die geringsten Ausbeuten mit
einer ATPase-Aktivität von ca. 1,8 U/mg im Solubilisat. Untersuchungen der
solubilisierten  Proteine  durch  Blue-Native-Page  (Abb.  19)  zeigten  einen
prominenten  Proteinkomplex  bei  600  kDa.  Das  mit  CHAPS  gewonnen
Solubilisat enthielt darüber hinaus einen Proteinkomplex mit einer Masse
oberhalb  von  880  kDa.  Im  nächsten  Schritt  wurde  die
Untereinheitenzusammensetzung  der  prominenten  Komplexe  untersucht.
Dazu wurden diese aus dem Gel der Blue-Native-Page ausgeschnitten und in
der zweiten Dimension durch eine 10% SDS-Page aufgetrennt (Abb 19).
Abb.  19:  Untersuchung der Solubilisate durch Blue-Native-
und SDS-Page. Es wurden je 50 µg Protein der Solubilisate von
DDM (A&A’), TRITON X-100 (B, B’), TRITON X-100 reduziert (C, C’)
sowie CHAPS (D, D’, D’’) aufgetragen. Die prominenten Banden der
BN-Page  wurden  ausgeschnitten  (helle  Markierung)  und  in  der
zweiten Dimension durch 10%  SDS-Page erneut aufgetrennt. Das









Synthase aus A. woodii (Aufurth et al., 2000). Als Marker für die BN-
Page dienten der HMW-Native-Standard von Pharmacia (jetzt GE-
Healthcare, Upsala, Schweden)
Interessanterweise leiferten die Solubilisierungen mit CHAPS neben dem
erwarteten Proteinkomplex im Breich von ~600 kDa auch einen Komplex mit
einer Masse von >1mDa, welcher in der 2D-Auftrennung ein mit der ATP-
Synthase identisches Bandenmuster zeigte (Aufurth et  al.,  2000).  Dabei
handelte es sich offenbar um ein ATP-Synthase-Dimer. Wie die leichten
Schatten auf der Blue-Native-Page zeigen (Abb. 19), scheint dieses Dimer
auch in den Präparationen mit den anderen Detergenzien in geringeren
Mengen vorzukommen. Ob es sich dabei um ein Artefakt der Präparation
handelt  oder  ob in vivo  ebenfalls  dimere  Strukturen  auftreten,  bleibt  zu
diskutieren.
Die besten Solubilisierungsergebnisse wurde mit 2 mg DDM pro mg
Protein erzielt. Da dieses Detergenz allerdings recht kostenintensiv ist und bei
einem Verhältnis von 1 mg DDM pro mg Protein nur eine etwa 5% geringere
Ausbeute zu verzeichnen war, wurde die Solubilisierung standardmäßig mit
diesem Detergenz-zu-Proteinverhältnis durchgeführt.
3.1.3.  Gelfiltration
Da die nativen Gele keine wesentlichen Verunreinigungen von ähnlicher
Größe wie die Na
+-F1FO-ATP-Synthase aufwiesen, wurde eine Aufreinigung
nach  Größe  vorgenommen.  Dazu  wurde  das  Solubilisat  über  eine
Gelfiltrationssäule aufgetrennt. Bei einer Gelfiltration ist der Weg durch die
poröse Matrix für kleinere Proteine länger als für größere Proteine, da diese
nicht in die Matrix eindringen können. Daher eluieren zuerst die kleinsten
Proteine, dann die größeren. Vor der Gelfiltration wurde das Solubilisat durch
Druckdialyse mit einer Ausschlussgröße von 300 kDa bis auf 10 ml Volumen
eingeengt. Dabei wurden sowohl kleinere Proteine abgetrennt als auch eine
Konzentrierung der Proteinlösung erreicht. Die Gelfiltration erfolgte überErgebnisse 62
Sephacryl S-400 in Gegenwart von 0,1% reduziertem Triton X-100 (aus
Kostengründen  wurde  hier  kein  DDM  verwendet).  Die  Verwendung  von
reduziertem Triton ermöglichte die Verfolgung der Proteinkonzentrationen bei
280  nm  (Abb.  20),  da  im  Gegensatz  zu  nicht  reduziertem  Triton  keine
Eigenabsorption des Detergenzes bei dieser Wellenlänge zu beobachten war.
Die  Verwendung  von  Detergenz  im  Laufpuffer  war  notwendig,  da  ohne
Detergenz  bzw.  bei  Detergenzkonzentrationen  unterhalb  der  kritischen
Mizellenkonzentration (CMC) keine Auftrennung erzielt wurde.









































  Abb.  20: Die  ATPase-Aktivität  in  den  Fraktionen  der
Gelfiltration, Säulenmaterial Sephacryl S-400, aufgetragen wurde
die  kontinuierlich  aufgezeichnete  Absorption  bei  280  nm
(durchgehende  Linie)  und  die  ATP-Hydrolyse-Aktivität  (▲). Die
Aktivität wurde für die Fraktionen 27-35 bestimmt. Die Flussrate war
0,2  ml/min,  die  Fraktionsgröße  betrug  10  ml.  Die  Hauptaktivität
wurde in den Fraktionen 29-32 gefunden..
Das  Gelfiltrationsmaterial  Sephacryl  S-400  trennt  Proteine  in  einem
Größenbereich von 400 kDa bis ca. 1,2 mDa. Die Trennstrecke ist dabei
proportional  zur  Trennleistung  und  der  Durchmesser  beschränkt  dasErgebnisse 63
Ladevolumen. Um eine möglichst große Menge an Enzym aufreinigen zu
können, wurde eine Säule mit 100 cm Länge bei einem Durchmesser von 2,6
cm verwendet. Pro Lauf konnten etwa 5 ml Lösung mit einem Proteingehalt
von 5-10 mg/ml auftragen werden. Ein Trennlauf benötigte bei einer Flussrate
von 0,2 ml/min 36 h und wurde daher bei 4°C durchgeführt. Während des
Trennlaufes  wurden  50  Fraktionen  à  10  ml  gesammelt. Die  Elution  der
ATPase-Aktivität wurde  durch  die  Bestimmung  der Aktivität für jede  der
Fraktionen  sowie  der  Absorption  bei  280  nm  verfolgt  (Abb.  19).  Die
Hauptmenge der Na
+-F1FO-ATP-Synthase ließ sich aufgrund der Aktivität und
des Bandenmusters der SDS PAGE in den Fraktionen 29 – 32 nachweisen
(Abb. 21).
Abb. 21: Aufreinigung der Na
+-F1FO-ATP-Synthase durch S-
400-Gelfiltration, pro Fraktion wurden 20 mg Protein aufgetragen
und durch 12,5% SDS-Page aufgetrennt. In den Fraktionen 29 und
31  zeigt  sich  das  für  die  Na
+-F1FO-ATP-Synthase  typische
Bandenmuster am deutlichsten.
Die Hauptenzymaktivität wurde in vier Fraktionen (zumeist 29, 30, 31 und 32)
gefunden. Diese wurden vereinigt und durch Zentrifugationskonzentratoren
(Vivaspin Column, 100 kDa Ausschlussgröße) auf ein Volumen von 1-2 ml
eingeengt,  um  eine  möglichst  hoch  konzentrierte  Proteinlösung  für  dieErgebnisse 64
Dichtegradientenultrazentrifugation einsetzen zu können. Die Aktivität der
Na
+-F1FO-ATP-Synthase betrug nach der Gelfiltration 5 – 9 U, was einer
Anreicherung um einen Faktor 10 – 18 gegenüber den Membranen entspricht.
Die  Ausbeute  betrug  bis  zu  30%.  Entscheidend  war  hier  aber,  dass  im
Gegensatz zu den vorherigen Reinigungsversuchen (Reidlinger und Müller,
1994) keine Inaktivierung der Na
+-F1FO-ATP-Synthase zu beobachten war.
3.1.4.  Dichtegradientenzentrifugation
Zur  weiteren  Aufreinigung  wurde  anfangs  eine  Dichtegradienten-
ultrazentrifugation herangezogen. Allerdings war der Verlust von fast 60% der
Aktivität sehr groß und der Reinigungsgewinn gering. Daher wurde später auf
diesen Reinigungsschritt verzichtet. Als Ersatz wurden vor der Gelfiltration
eine Druckdialyse mit einem Cuttoff von 300 kDa und nach der Gelfiltration
eine nochmalige Filtration mit einem Cuttoff von 100 kDa durchgeführt. Diese
zwei Schritte führten zu einer ähnlichen Reinheit, verursachten aber nur einen
geringen Aktivitätsverlust. Die aus der Gelfiltration gewonnenen Fraktionen
wurden vereinigt und auf ein Volumen von ca. 10 ml konzentriert.Ergebnisse 65




+-F1FO-ATP-Synthase aus A. woodii wurde durch die Solubilisation mit
1 g Dodecylmaltosid pro g Protein, anschließende Abtrennung aller Proteine
mit einer Masse <300 kDa durch Filtration, gefolgt von einer Gelfiltration über
Sephycryl S-400 mit einer anschließenden Konzentrierung durch Filtration mit
einer Ausschlussgröße von 100 kDa 16fach angereichert. Die Ausbeute
betrug 30%. In Tabelle 3 ist eine typische Reinigung zusammenfassend
dargestellt. Pro 17,5-l-Kultur mit 40 mM Fructose als Substrat wurden im
Mittel etwa 5-9 mg Enzym mit einer Aktivität von ca. 9-12 U/mg präpariert.
Tabelle 3, Anreicherungstabelle für die Reinigung der Na
+-F1FO-ATP-













Membranen 430 50 214 0,6 1 100
Solubilisat 41 47 188 4,6 8,3 87
300 kDa Filtration 16 15 98 6,2 11 45
Gelfiltration  &  100
kDa Filtration
6,9 10 67 9,7 16 30Ergebnisse 66
3.2.  Untereinheitenzusammensetzung Na
+-F1FO-ATP-Synthase aus A.
woodii
Vorhergehende Reinigungsversuche des Enzyms lieferten ein Enzym ohne
die Untereinheiten a, b und c1, daher war   es von besonderer Bedeutung
festzustellen, ob das hier entwickelte Verfahren die Reinigung des kompletten
Enzymes ermöglichte. Die Reinheit wurde durch   SDS-Gelelektrophorese
überprüft.  Alle  sichtbaren  Banden  (beginnend  von   oben,  d.h.  Bande  1
entspricht der ersten sichtbaren Bande auf dem Gel aus Abb. 22) wurden aus
dem Gel (Abb.22) ausgeschnitten und MALDI-TOF-MS-analysiert.
Tabelle 4, Ergebnisse der MALDI-TOF-MS.
Bande Detektiertes Protein Score
1 α−Untereinheit F1FO-ATP-Synthase aus A. woodii 129
2 β−Untereinheit F1FO-ATP-Synthase aus A. woodii 239
3 Ohne Ergebnis
4 γ−Untereinheit F1FO-ATP-Synthase aus A. woodii 179
5 δ−Untereinheit F1FO-ATP-Synthase aus A. woodii 186
6.1 b−Untereinheit F1FO-ATP-Synthase aus A. woodii 151
6.2 a−Untereinheit F1FO-ATP-Synthase aus A. woodii 38
8 ε−Untereinheit F1FO-ATP-Synthase aus A. woodii 97
9 Ohne Ergebnis
10 Ohne Ergebnis
Die meisten auf dem Gel sichtbaren Banden konnten der Na
+-F1FO-ATP-
Synthase aus A. woodii zugeordnet werden. Da die Untereinheiten c1, c2/3 und
a  nicht oder nur sehr unsicher durch MALDI-TOF-MS nachgewiesen werden
konnten, was vermutlich auf ihre ausgeprägte Hydrophobizität zurückzuführen
ist, wurden die Untereinheiten c1, c2/3 und a durch Western Blot identifiziert
(Abb.22).Ergebnisse 67
Abb. 22:  Untereinheitenzusammensetzung der gereinigten
Na
+-F1FO-ATP-Synthase aus A. woodii. Die Proteine wurden durch
SDS-Page  aufgetrennt  und  mit  Serva  Blue  G  (Serva  GmbH,
Heidelberg, Deutschland) visualisiert. Die gefärbten Proteine wurden
ausgeschnitten und durch MALDI-MS identifiziert (A). Die gereinigte
ATP-Synthase wurde ebenfalls durch Western-Blot-Hybridisierung
untersucht  (B).  Probe  3  und  6  wurden  für   5  min  bei  120°C
denaturiert, auf Spur 4, 5 und 7 wurde bei nur 80°C für 10 min
denaturiert. Die Proben 3 und 4 wurden mit einem Antikörper gegen
c1, Probe 5 mit einem Antikörper gegen Untereinheit a und Proben 6
und 7 mit einem Antikörper gegen die Untereinheiten c2/3 hybridisiert.
Der Antikörper gegen c2/3 detektiert auch Untereinheit c1.
Auf dem SDS-Gel der gereinigten Na
+-F1FO-ATP-Synthase waren insgesamt
11 Banden sichtbar. Davon   konnten 10 eindeutig identifiziert werden. Das
erste visualisierte Fragment entsprach einer Masse von 58 kDa und wurde
durch MALDI-TOF-MS als Untereinheit α der Na
+-F1FO-ATP-Synthase von A.
woodii identifiziert. Das zweite Fragment mit einer Masse von 54 kDa wurde
als β-Untereinheit identifiziert. Bei dem dritten Fragment handelt es sich um























identifiziert wurde. Das Fragment bei 19 kDa konnte durch MALDI-TOF-MS
nicht  eindeutig  identifiziert  werden,  es  wurden  mit  einem  Score  68
Untereinheit b  und mit einem Score von 18 die Untereinheit a identifiziert. Es
wurde  daher  vermutet,  dass  es  sich  um  ein  Gemisch  der  beiden
Untereinheiten handeln könnte und lediglich die Auflösung der verwendeten
SDS-Page nicht ausreichend gewesen sei. Zur genaueren Analyse wurde
eine  13%  SDS-Page  gefahren,  welche  eine  bessere  Auftrennung  im
Größenbereich  von  5-20  kDa  lieferte.  Die  daraus  ausgeschnittenen
Fragmente  wurden  wieder  durch  MALDI-TOF-MS  untersucht  und
ermöglichten eine Identifzierung eines 19-kDa-Fragmentes als Untereinheit b
und eines 17,5-kDa-Fragmentes als Untereinheit a; der Scorewert für die
Zuordnung war allerdings mit nur 38 nicht zufriedenstellend. Daher wurde die
Identifizierung als a-Untereinheit der Na
+-F1FO-ATP-Synthase  aus A. woodii
durch Western-Blot-Hybridisierung mit einem anti a-Antikörper abgesichert.
Während die zuvor gereinigte Na
+-F1FO-ATP-Synthase (Reidlinger und
Müller, 1994) nicht die Untereinheiten c1 sowie a und b enthielt, konnte durch
die jetzt etablierte Reinigungsstrategie die komplette Na
+-F1FO-ATP-Synthase
aus  A. woodii mit allen genetisch vorhergesagten Untereinheiten isoliert
werden. Damit war der lange ausstehende Nachweis für das Vorhandensein
der genetisch vorhergesagten Untereinheiten a, b und c1 in  der Na
+-F1FO-
ATP-Synthase erbracht. Es ist von herausragender Bedeutung, dass die c1-
Untereinheit  in  einer  funktionellen  ATP-Synthase  nachgewiesen  werden
konnte. Mit einer Masse von 18 kDa und einer vorhergesagten Struktur aus 4
transmembranen Helices ist diese Untereinheit für F-Typ-ATP-Synthasen
äußerst ungewöhnlich und neuartig. In der Tat ist die Na
+-F1FO-ATP-Synthase
aus A. woodii die bisher einzige gereingte und charakterisierte F-Typ-ATP-
Synthase, welche eine c-Untereinheit mit mehr als 2 transmembranen Helices
beherbergt. Betrachtet man die Sekundärstruktur der c1-Untereinheit, so fällt
auf,  dass  dieser  durch  Mutation  eines  Glutamates  in  ein  Glutamin  eine
Ionenbindestelle fehlt. Dies hat zur Folge, dass die c1-Untereinheit nur ein Ion
pro  4  transmembranen  Helices  binden  kann  (typisch  für  F-Typ-ATP-Ergebnisse 69
Synthasen ist eine Ionenbindestelle pro 2 transmembranen Helices). Solche
Untereinheiten sind dagegen typisch für V-Typ-ATPase, welche aber nicht
mehr zur Synthese von ATP fähig sind. Mit der Reinigung der vollständigen
Na
+-F1FO-ATP-Synthase aus A. woodii ist es also gelungen, ein einzigartiges
Enzym für weitere Untersuchungen zu reinigen, das als mögliches Bindeglied
in  der  Evolution  der  F-  zu  den  V-Typ-ATPasen  fungieren  könnte.  Eine
Untersuchung  der  biochemischen  Charakeristika  und  insbesondere  der
Fähigkeit zur ATP-Synthese ist daher von essentieller Wichtigkeit. In Abb. 24
ist das neue Modell für die Na
+-F1FO-ATP-Synthase aus A. woodii zu sehen.
Abb. 24: Modell der Na
+-F1FO-ATP-Synthase aus A.
woodii. Das Enzym enthält die Untereinheiten a und b2 sowie c1.
Die Positionierung der Untereinheiten orientiert sich an der Struktur
der F1FO-ATP-Synthase aus E. coli.
Das Enzym  enthält alle für F-Typ-ATP-Synthasen typische Untereinheiten α,
β, γ, δ, ε und a, b und c2/3 sowie die extraordinäre Untereinheit c1.
3.3.  Biochemische Charakterisierung Na
+-F1FO-ATP-Synthase aus A.
woodii
A. woodii ist ein anaerobes, mesophiles Bakterium, welches bei pH-Werten im




1977). Die vorgenommene biochemische Charakterisierung der Na
+-F1FO-
ATP-Synthase  aus  A. woodii soll nun zeigen ob dies auch die optimalen
Parameter für dieses Enzym darstellt.
3.3.1.  Bestimmung des Substratspektrums
Es ist bekannt, dass ATP-Synthasen nicht nur ATP, sondern auch andere
Triphosphate hydrolysieren können. Daher wurde untersucht, inwieweit die
Na
+-F1FO-ATP-Synthase aus A. woodii in der Lage ist andere Triphosphate
als Energiequelle zu nutzen (Abb. 25).
Abb.  25 : Substratabhängigkeit  der  Hydrolyse  der  Na
+-
F1FO-ATP-Synthase. Die ATPase-Aktivität (9 U/mg) wurde als
100%  angenommen.  Die  getesteten  Substrate  (ITP-
Inosintriphosphat,  GTP-  Guanosintriphosphat,  CTP-
Cytosintriphosphat,  UTP-  Uracitriphosphat,  ATP-
Adenosintriphosphat)   wurden jeweils in Konzentrationen von 10
mM eingesetzt.
Dazu wurden jeweils 50 µl der gereinigten Enzymlösung (0,7 mg/ml)  mit den
in Zellen vorkommenden Triphosphaten (jeweils 10 mM) ATP, GTP, ITP, CTP
und UTP als Substrat in einem diskontinuierlichen Hydrolyseaktivitätstest
eingesetzt. Der Testpuffer zur Bestimmung der Hydrolyse-Aktivität enthieltErgebnisse 71
100 mM MES, 100 mM Tris, 40 mM NaHSO3, 5 mM MgCl2 und 200 mM KCl.
Die mit ATP erzielte Hydrolyserate von 9 U/mg wurde 100% gesetzt. Die
Ergebnisse sind in Abb. 25 dargestellt. Da viele Enzyme von ihrem Produkt
gehemmt wurden, wurde der Einfluss von ADP auf die ATPase-Aktivität
getestet. Es zeigte sich, dass bereits bei einer Konzentration von 10 mM ADP
die ATPase-Aktivtät nahezu zum Erliegen kommt. Dies beweist, dass die Na
+-
F1FO-ATP-Synthase aus A. woodii einer Regulation durch ihr Produkt (ADP)
unterliegt. Dies ist für die Funktionsweise als Na
+-Pumpe essentiell, da es für
den  Organismus  von  entscheidender  Bedeutung  ist,  zelluläre  Prozesse,
welche mit Energieverbrauch verbunden sind, effektiv zu regulieren.
3.3.2.  Bestimmung des optimalen pH-Wertes für die ATP-Hydrolyse
Die  ATP-Hydrolyse-Aktivität  wurde  über  einen  pH-Bereich  von  4  –  10
bestimmt. Dazu wurden je 50 µl Enyzmlösung (0,7 mg/ml) eingesetzt. Der
Testpuffer zur Bestimmung der Hydrolyse-Aktivität enthielt 100 mM MES, 100
mM Tris, 40 mM NaHSO3, 5 mM MgCl2 und 200 mM KCl. Der Testpuffer
wurde  bei  Raumtemperatur  auf  den  zu  testenden  pH-Wert  eingestellt.
Abbildung 26 veranschaulicht die Aktivität des Enzyms über den untersuchten
pH-Bereich. Das Aktivitätsoptimum erstreckte sich über einen Bereich von pH
5 – 8,5, die beste Aktivität wurde bei pH 7,5 ermittelt (Abb. 26).  Unterhalb von
pH 4 und oberhalb von pH 10 konnte keine Aktivität mehr bestimmt werden.
Für diesen Versuch wurde die zugegebene Mg
2+-Menge variiert, um den
Einfluss der Verfügbarkeit von Mg
2+ auf die Reaktion auszuschließen. Bei pH
4 – 5,5 wurden 50 mM, bei pH 6 und 6,5 20 mM und bei pH 7-11 5 mM Mg
2+
zugegeben. Um einen Einfluss eines pH-induzierten Zerfalls von ATP auf den
Test auszuschließen, wurden jeweils Parallelansätze ohne Enzym gefahren
und die gemessenen Phosphatmengen vom Ergebnis des jeweiligen ATP-
Hydrolysetests abgezogen.Ergebnisse 72
Abb.  26 : Einfluss  des  pH-Wertes  auf  die  Aktivität  der
ATPase  aus  A.  woodii.  Die  Grafik  zeigt   die  Aktivität  des
gereingten Enzyms bei einer Temperatur von 30°C. Die Balken
repräsentieren  die  mittlere  Aktivität  aus  3  Replikaten.  Die
Durchführung der ATP-Hydrolysemessung erfolgte wie beschrieben
3.3.3.  Bestimmung der optimalen Katalysetemperatur
A.  woodii  zeigt  ein  optimales  Wachstum  bei  etwa  30°C.  Die  optimale
Katalysetemperatur wurde daher im Bereich von 10-50°C ermittelt. Dazu
wurden je 50 µl Enyzmlösung (0,7 mg/ml) in 1 ml Testpuffer (100 mM MES,
100 mM Tris, 40 mM NaHSO3, 5 mM MgCl2 und 200 mM KCl) für 10 min
inkubiert. Danach wurde die Reaktion durch Zugabe von 20 µl ATP-Lösung
(100 mM) gestartet. In Zeitabständen von je 1 min wurden je 200 µl Proben
entnommen und in diesen der Gehalt an gebildetem Phosphat bestimmt (vgl.
2.5.1.).  Zur  Kontrolle  wurden  jeweils  Proben  ohne  Enzymzugabe
herangezogen, da bei höheren Temperaturen der Zerfall von ATP zu ADP
und Pi ebenfalls zunimmt. Die Ergebnisse sind in Abb. 27 dargestellt. Bevor
der Test durch Zugabe von ATP gestartet wurde, wurden die Proben zuvor 20
min bei der jeweiligen Messtemperatur vorinkubiert.Ergebnisse 73
Abb. 27: Temperaturoptimum der ATPase aus A. woodii.
Die  Grafik  zeigt  die  ATPase-Aktivität  in  Abhängigkeit  der
Reaktionstemperatur.  Die  Durchführung  der  ATP-
Hydrolysemessung erfolgte wie in 2.5.1. beschrieben und in 3
Replikaten, es wurden jeweils die Mittelwerte aufgetragen.
Die besten Hydrolyseraten für ATP wurden bei 30°C gemessen. Das Enzym
zeigt aber ein relatives breites Optimum im Bereich von 20-40°C. Dies ist für
ein mesophiles Bakterium nicht ungewöhnlich.
3.3.4.  Natriumionenabhängigkeit der Na
+-F1FO-ATP-Synthase aus A.
woodii
Bereits durch frühere Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass A. woodii
eine ausgeprägte Na
+-Bioenergetik betreibt (Aufurth et al., 1998; Heise et al.,
1992b). Auch konnte gezeigt werden, dass die Bildung von ATP eine Na
+-
Abhängigkeit  zeigt,  es  konnte  eine  ΔµNa
+-getriebene  Synthese  von  ATP
angezeigt werden (Heise et al., 1993; Heise et al., 1991). Auch die früher
gereinigte Na
+-F1FO-ATP-Synthase aus A. woodii zeigte eine Abhängigkeit
der ATP-Hydrolyse von der Anwesenheit von Na
+ (Reidlinger und Müller,
1994). Jedoch enthielt diese Präparation nicht die für die Ionentranslokation
entscheidenden Untereinheiten a und c1.Ergebnisse 74
3.3.4.1.  Bestimmung des Km-Wertes für Na
+ und Li
+




verwenden können (Dimroth et al., 1992; Reidlinger und Müller, 1994). Es war
daher interessant zu erfahren, ob das vollständig gereinigte Enzym auch über
die Fähigkeit verfügt Na
+ und Li
+ zu verwenden. Denn die bisher fehlenden
Untereinheiten c1, a und b sind unmittelbar an der Ionentransloaktion beteiligt
und könnten einen Einfluss auf die Ionenselektivität des Enzyms haben. Des
Weiteren  ist  bei  niedrigen  pH-Werten  (um  pH  5)  auch  die  Nutzung  von
Protonen möglich.
Um den Einfluss von Na
+ auf die ATPase-Aktivität der Na
+-F1FO-ATP-
Synthase zu testen, wurden Ansätze mit verschiedenen Na
+-Konzentrationen
(0,2-7 mM NaCl) untersucht. Dazu wurden jeweils 50 µl Enyzmlösung (0,7
mg/ml) in 1 ml Testpuffer (100 mM MES, 100 mM Tris, 40 mM NaHSO3, 5 mM
MgCl2  und  200  mM  KCl)  mit  der  jeweiligen  Menge  an  Na
+ (die Zugabe
erfolgte aus einer 1- bzw. 20-mM-Stammlösung, deren Na
+-Gehalt durch eine
Na
+-Elektrode bestimmte wurde) für 1 min inkubiert. Um möglichst geringe
Na
+-Kontaminationen zu erhalten, wurden alle verwendeten Chemikalien in
der  Reinheitsstufe  „Suprapur“  eingesetzt.  Das  verwendete  Wasser  war
doppelt destilliertes und anschließend über einen Ionentauscher gereinigtes
Wasser. Es wurden lediglich mit diesem Wasser gespülte Kunststoffgefäße
verwendet. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 20 µl ATP-Lösung (100
mM) gestartet, auch hier wurde nicht wie sonst üblich das Natriumsalz des
ATP verwendet, sondern TRIS-ATP. In Zeitabständen von je 1 min. wurden je
200 µl Proben entnommen und in diesen der Gehalt an gebildetem Phosphat
bestimmt. In Abb. 28A und 28B   wird die ATPase-Aktivität des Enzyms in
Abhängigkeit von der Na
+-Konzentration gezeigt. In Abb. 29A und 29B ist die
ATPase-Abhängigkeit von der Li
+-Konzentration in Abwesenheit von Na
+
aufgetragen. Beide Tests wurden bei pH 7,5 und 30°C durchgeführt. Die
Abhängigkeit von Na
+ wurde bei pH 5 ebenfalls bestimmt. Hierbei zeigt sich
deutlich,  dass  die  ATPase-Aktivität  zwar  zurückgeht,  aber  selbst  in
Abwesenheit von Na
+ nicht zum Erliegen kommt (Abb. 30).Ergebnisse 75
Abb. 28: Na
+-Abhängikeit der ATP-Hydrolyse durch
die Na
+-F1FO-ATP-Synthase von A. woodii (A). Die Messungen
wurden bei 30°C wie unter 2.5.1. beschrieben durchgeführt. Das
Insert (B) zeigen die Auftragung nach Lineweaver-Burk.
Aus  dem  Schnittpunkt  der  Ausgleichsgeraden  mit  der  X-Achse  in  der
Auftragung nach Lineweaver-Burk kann man den Km-Wert für Na
+ ablesen.
Der Km-Wert für Na
+ beträgt etwa 0,5 mM. Die Na
+-F1FO-ATP-Synthase aus
A. woodii erreicht ihre halbmaximale ATPase-Aktivität bei pH 7,5 und 30°C in
Anwesenheit  von  0,5  mM  Na
+.  Daraus  ergibt  sich  eine  maximale
Umsatzgeschwindigkeit von  Vmax= 7,5 U/mg. Die erhaltenen Werte befinden
sich in etwa der gleichen Größenordnung, wie sie für andere Na
+-F-Typ-ATP-
Synthasen und auch die unvollständige Na
+-F1FO-ATP-Synthase   aus A.
woodii bekannt sind (Reidlinger, 1994). Dies legt den Schluss nahe, dass
auch das vollständige Enzym Na
+ als Kopplungsion nutzt.
Das Fehlen von Aktivität in Abwesenheit von Na
+ stellt ein Indiz für die
Verwendung von Na
+ als Kopplungsion dar. Ein weiteres Kriterium für die
Nutzung  von  Na




typische Hemmbarkeit durch  DCCD, welche allerdings nur in Abwesenheit
von Na
+ (Kluge und Dimroth, 1993; Spruth et al., 1995) festzustellen ist, da
DCCD mit Na
+ um die gleiche Bindestelle (Asp-61 in E. coli, Glu-65 in P.
modestum oder Glu-62 in A. woodii) in der c-Untereinheit des Rotorringes
konkurriert. Da Na
+ jedoch eine höhere Bindungsaffinität aufweist, werden die
bisher bekannten Enzyme in Gegenwart von ausreichend Na
+ nicht durch
DCCD inhibiert. Es wurde die Aktivität der ATPase  bei verschiedenen DCCD-
Konzentrationen bei 1 und 100 mM Na
+ bestimmt. Dazu wurden jeweils 50 µl
Enyzmlösung (0,7 mg/ml) in 1 ml Testpuffer (100 mM MES, 100 mM Tris, 40
mM NaHSO3, 5 mM MgCl2 und 200 mM KCl) mit der jeweiligen Menge an Na
+
(die Zugabe erfolgte aus einer 10-mM- bzw. 1-M-Stammlösung) für 1 min
inkubiert. Um möglichst geringe Na
+-Kontaminationen zu erhalten, wurden
alle verwendeten Chemikalien in der Reinheitsstufe „Suprapur“ eingesetzt.
Das verwendete Wasser war doppelt destilliertes und anschließend über
einen Ionentauscher gereinigtes Wasser. Es wurden lediglich mit diesem
Wasser gespülte Kunststoffgefäße verwendet. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 20 µl ATP-Lösung (100 mM) gestartet, auch hier wurde nicht wie
sonst üblich das Natriumsalz des ATP verwendet, sondern TRIS-ATP. In
Zeitabständen von je 1 min wurden je 200 µl Proben entnommen und in
diesen  der  Gehalt  an  gebildetem  Phosphat  bestimmt  (vgl.  2.5.1.).  Die
Ergebnisse sind in Abb. 29 aufgetragen. Es wird deutlich, dass die ATPase
bei nur 1 mM Na
+ bereits bei einer Konzentration von 20 µM DCCD um mehr
als 75% gegenüber der Probe mit 100 mM Na
+ gehemmt ist. Die als 100%
gesetzte Anfangsaktivität betrug 6,8 U/mg.Ergebnisse 77













Abb. 29: Kompetition von Na
+ und DCCD. Gemessen  in
Anwesenheit von 1 (■) und 100 mM (▲)Na
+. Die Proben wurden
jeweils  30  min  vorinkubiert.  Die  Durchführung  der  ATP-
Hydrolysemessung erfolgte, wie in 2.5.1. beschrieben, bei pH 7,5.
Die Aufhebung der DCCD-Hemmbarkeit der Na
+-F1FO-ATP-Synthase aus A.
woodii durch Na
+ beweist, dass das Enzym Na
+ als Kopplungsion nutzen
kann.  Die Bindestellen des DCCD sind durch Na
+ bereits vollständig besetzt,
so dass keine Anlagerung und somit auch keine Blockierung des Enzyms
mehr stattfinden kann. Gleichzeitig beweist die DCCD-Hemmbarkeit des
Enzyms die funktionelle Kopplung des F1- mit dem FO-Teil des Enzyms.
Die Na
+-F1FO-ATP-Synthase aus A. woodii kann aber nicht nur Na
+ als
Kopplungsion verwenden, sondern auch Li+ und, in Abwesenheit von Na
+ bei
niedrigem pH, auch Protonen. Um die Abhängigkeit der ATPase-Aktivität des
Enzyms  von  Li
+  zu  bestimmen,  wurde  der  gleiche  Ansatz  wie  bei  der
Bestimmung der Na
+-Abhängigkeit gewählt. Allerdings wurde nicht NaCl,
sondern LiCl aus einer 1- bzw. 100-mM-Stammlösung zugegeben. Es wurde
die ATPase-Aktivität in Ansätzen mit Konzentrationen von 0,5 bis 12 mM LiCl
bestimmt (Abb 30).Ergebnisse 78
Abb. 30: Li
+-Abhängikeit der ATP Hydolyse durch
die Na
+-F1FO-ATP-Synthase von A. woodii (A). Die Messungen
wurden bei 30°C wie unter 2.5.1. beschrieben durchgeführt. Das
Insert (B) zeigt die Auftragung nach Lineweaver-Burk.
A Aus dem Schnittpunkt der Ausgleichsgeraden  mit der X-Achse in der
Auftragung nach Lineweaver-Burk  kann man den die Km-Wert für Li
+ ablesen.
Der Km-Wert für Li
+ beträgt etwa 1,81 mM. Die Na
+-F1FO-ATP-Synthase aus
A. woodii erreicht ihre halbmaximale ATPase-Aktivität bei pH 7,5 und 30°C in
Anwesenheit  von  1,81  mM  Li
+.  Daraus  ergibt  sich  eine  maximale
Umsatzgeschwindigkeit von Vmax= 4,9 U/mg. Die erhaltenen Werte befinden
sich in etwa der gleichen Größenordnung, wie sie für andere Na
+-F-Typ-ATP-
Synthasen  und  auch  die  unvollständige  Na
+-F1FO-ATP-Synthase  aus  A.
woodii bekannt sind (Reidlinger, 1994). Dies legt den Schluss nahe, dass
auch das vollständige Enzym Li
+ als Kopplungsion nutzen kann. Dies ist zwar
ein  eine  äußerst  interessante  Erkenntnis,  jedoch  ohne  physiologische
Relevanz, da Li




Es  wurde  bereits  gezeigt,  dass  die  unvollständige  Na
+-F1FO-ATP-
Synthase aus A. woodii bei entsprechend nierdrigen pH-Werten auch H
+ als
Kopplungsion verwenden kann (Reidlinger, 1994). Da das Enzym auch bei pH
5 noch eine ausreichende Aktivität aufweist und der Gehalt an Protonen
gebenüber  pH  7,5  um  2,5  Potenzen  höher  ist,  sollte  unter  diesen
Bedingungen  getestet  werden,  ob  die  Verringerung  des  Na
+-Gehaltes
ebenfalls einen Einfluss auf die ATPase-Aktivität des Enzyms zeigt. Der
Ansatz wurde, wie oben beschrieben, nur eben bei pH 5 statt 7,5 (vgl. Abb.28)
durchgeführt.  Parallel  wurde  ein  Ansatz  ohne  Enzym  gefahren,  um  den
Einfluss des erhöhten ATP-Zerfalls bei pH 5 auszuschließen. Die hierbei
erhaltenen  Werte  wurden  von  den  gemessenen  ATPase-Aktivitäten
abgezogen (Abb. 31).
Abb.  31 : Na
+-Abhängikeit der ATP-Hydrolyse durch die
Na
+-F1FO-ATP-Synthase  von  A.  woodii  bei  pH  5  (A).  Die
Messungen  wurden  bei  30°C,  aber  bei  pH  5  wie  unter  2.5.1.
beschrieben durchgeführt..
Die ATPase-Aktivität der Na
+-F1FO-ATP-Synthase aus A. woodii nimmt bei
sinkender  Na+-Konzentration  zuerst  ab,  allerdings  zeigt  sich  bei  Na
+-
Konzentrationen unterhalb 0,5 mM keine weitere Abnahme der ATPase-
Aktivität. Das Fehlen von Na
+ als Kopplungsion wird also durch ein anderesErgebnisse 80
Ion kompensiert, dabei kann es sich nur um Protonen bzw. Hydroniumionen
handeln.
Die bisher durchgeführten Untersuchungen zeigen, dass die vollständig
gereinigte  Na
+-F1FO-ATP-Synthase  aus  A.  woodii  Na
+  als  primäres
Kopplungsion  nutzt.  Trotz  des  Vorhandenseins  von  V-typischen  c1-
Untereinheiten zeigt die Na
+-F1FO-ATP-Synthase aus A. woodii unter ATP-
Hydrolyse ähnliche biochemische Charakteristika wie andere Na
+-F-Typ-ATP-
Synthasen  mesophiler  Bakterien  (Neumann et al.,  1998;  Reidlinger  und
Müller,  1994).  Einer  der  wesentlichen  Unterschiede  von  F-  und  V-Typ-
ATPasen ist die Fähigkeit, ein physiologisches, elektrochemisches Potential
zur ATP-Synthese nutzen zu können. Es ist daher entscheidend zu erfahren,
ob  die  Na
+-F1FO-ATP-Synthase  aus  A.  woodii trotz  der  V-typischen  c1
Untereinheit zur Synthese von ATP in der Lage ist. Dazu muss das gereinigte
Enzym in Proteoliposomen rekonstituiert werden.
3.4.  Rekonstitution der Na
+-F1FO-ATP-Synthase aus A. woodii in
Proteoliposomen
Mit dem zuvor gereinigten Enzym (Reidlinger und Müller, 1994)   ließ sich
keine ATP-Synthese nachweisen. Dies wurde mit der Abwesenheit der a- und
b-Untereinheiten  begründet.  Da  das  jetzt  gereinigte  Enzym  aber  diese
Untereinheiten enthält, zusätzlich aber auch die V-typische c1-Untereinheit,
war  nun  von  großem  Interesse,  in  Erfahrung  zu  bringen,  ob  auch  in
Gegenwart von c1 ATP-Synthese möglich sei.
Diese Frage ist von besonderer Wichtigkeit, da das Enzym mit der
Untereinheit c1 im c-Ring eine für V-Typ-ATP-Synthasen typische Untereinheit
von doppelter Größe einer F-Typ Untereinheit mit nur einer vorhergesagten
Na
+-Ionenbindestelle enthält (siehe auch Einleitung). Dies könnte je nach
Verhältnis der c1-  zu  c2/3-Untereinheiten im Ring zu einer so ungünstigen
Energiebilanz führen, dass das Enzym nicht mehr zur ATP-Synthese fähig
wäre. Um die Fähigkeit des Enzyms zur ATP-Synthese   zu untersuchen,
wurde die gereinigte ATPase in  Liposomen rekonstituiert.Ergebnisse 81
Dazu wurden zuerst Lipsomen erzeugt. In einem Glasgefäß wurden 3
ml einer Suspension aus 60 mg/ml
 L-a-Phosphatidylcholin Typ II-S in 100 mM
TRIS, 100 mM Maleinsäure, 20 mM NaCl und 5 mM MgCl2, pH 7,5 auf Eis mit
einem  Ultraschallgenerator  (120  Watt,  20%  Intensität;  Ultrasonic
Desintegrator, Typ MK II, Crawley Inc., UK) beschallt, bis eine transluzierende
Lösung entstand. Zu dieser Liposomenlösung wurde gereinigtes Enzym bis zu
einer  Lipidkonzentration  von  25-30  mg/ml  und  einem  Lipid-zu-
Proteinverhältnis von ca. 100:1 zugegeben. Im Ansatz (ca. 20 ml) befanden
sich daher ca. 0,3 mg/ml
 Protein und 25-30 mg/ml
 Lipid)  Die Proteoliposomen
wurden dann nach der Methode von Knol et. al. (Knol et al., 1998) hergestellt.
Hierzu wurde das Detergenz langsam durch Dialyse (12h, 4°C) gegen die
zehnfache Menge in 100 mM TRIS, 100 mM Maleinsäure, 20 mM NaCl und 5
mM MgCl2, pH 7,5 mit 10% (w/v) Biobeads (Bio-Rad, München, Deutschland)
entzogen. Die Proteoliposomenlösung wurde dazu in einen Dialyseschlauch
(Porengröße ≈ 100 kDa) gegeben und gegen 200 ml Dialysepuffer, in denen
20 g Biobeads schwammen, dialysiert.
Die erhaltenen Proteoliposomen wurden freiem, nicht rekonstitiuiertem
Protein durch Gelfiltration über eine 10-ml-Sephadex-25-(Bio-Rad)-Säule
abgetrennt. Dabei fanden sich 80-85% der ATPase-Aktivität in den Fraktionen
der Proteoliposomen (photometrisch in Mikroküvetten durch Absorption bei λ
= 600 nm bestimmt – die liposomenhaltigen Proben weisen eine deutlich
höhere  Absorption  auf),  ca.  15-20%  der  Aktivität  wurden  im  Durchlauf
nachgewiesen. Hierbei handelt es sich um nicht rekonstituiertes Protein. Die
erhaltenen Proteoliposomen wurden auf Impermeabilität für Na
+ überprüft.
Dies erfolgte durch einen ATPase-Aktivitätstest unter Zugabe von ETH2120,
wie  beschrieben.  ETH2120  stellt  ein  Na
+-Ionophor  dar.  Bei  einem  Na
+-
undurchlässigem  Proteoliposom  sollte  die  gebildete  Phosphatmenge  in
Anwesenheit von ETH2120 deutlich größer sein als in dem Ansatz ohneErgebnisse 82
ETH2120. Die auf Dichtigkeit geprüften Proteoliposomen wurden sofort für die
ATP-Synthese-Tests eingesetzt.
Unter physiologischen Bedingungen wird ein Membranpotential von ca.
160-180 mV in Bakterien vorgefunden (Thauer). Um nun ein Potential von
>160 mV in den Proteoliposomen zu erzeugen, wäre mit Na
+ alleine ein
Konzentrationsunterschied von etwa 1000:1 nötig gewesen. Diesen durch Na
+
zu erzeugen scheiterte, da eine höhere Ladung der Proteoliposomen mit Na
+
wiederum einen höheren Gehalt an Na
+ im Reaktionspuffer zur Folge hatte.
Diverse  Versuche  zeigten,  dass  lediglich  ein  Verhältnis  von  1:40-50  zu
erreichen war.
Abb.32: Allgemeines Schema zur Darstellung von
artifiziellen  Potentialen  an  den  Proteoliposomen. Bei einem
reinen Na+-Potential (ΔpNa)  ist  die  einzige  Triebkraft  der  Na
+-
Konzentrationsunterschied  zwischen  innen  und  außen.  Beim
elektrochemischen Potential (ΔΨ) dient ein durch Ladungstrennung
(hier K
+-Cl
-) erzeugtes elektrochemisches Potential als Triebkraft für
die Na+-Ionen, die innen und außen in etwa gleicher Konzentration
vorliegen. Beim elektrochemischen Na
+-Potential (ΔµNa
+)  dienen
sowohl ein Na+-Potential als auch ein elektrochemisches Potential
als  Triebkraft.  Das  elektrochemische  Potential  wird  durch
Valinomycin  erzeugt.  Valinomycin  sorgt  für  einen  gezielten
Einstrom von K
+ durch den Diffussionsdruck in das Proteoliposom.
Die damit verbundene Ladungstrennung (das Anion kann ja nicht
einströmen) lässt ein  Potential entstehen. Bei 200 mM KCl außen
und nahezu keinem K
+ (errechnet < 0,1 mM) im Proteoliposom
sollte durch Zugabe von Valinomycin ein Potential von etwa 195
mV (Kaim und Dimroth, 1998) enstehen; dies wäre ausreichend,
um ATP-Synthese unabhängig vom herrschenden Na
+-Potential zu
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Dies entspräche allerdings nur einem Na
+ -Potential (ΔpNa) von etwa 90 mV.
Daher wurde zusätzlich ein Valinomycin-induziertes elektrochemsiches K
+-
Diffusionspotential (ΔΨ) erzeugt. Die Kombination beider Ansätze erzeugte
ein elektrochemisches Na
+-Potential (ΔµNa
+). Als Negativkontrolle wurde ΔµNa
+
in Abwesenheit von ADP getestet. In Abb. 32 ist die Strategie schematisch
dargestellt.
3.4.1.  Messung von ATP-Synthese
Die ATP-Synthase-Aktivität wurde über einen Luciferin/Luciferase-Assay nach
Herstellerangaben (Lumac, AC Landgraaf, NL) bestimmt, die Messung der
abgegebenen Lichtmenge erfolgte in einem Chemiluminometer (Lumac, AC
Landgraaf, NL) bei 30°C. Die Menge des gebildeten ATP ist der Menge des
emittierten Lichts proportional. Das Chemiluminometer misst die Menge des
abgegebenen Lichtes. Der gemessenen emittierten Lichtmenge wird dann
anhand einer zuvor aufgenommenen Kalibriergeraden mit bekannten ATP-
Konzentrationen  die  Menge  des  gebildeten  ATP  zugeordnet.  Die
Kalibriergerade wurde im Bereich von 0 bis 1000 nmol ATP in Schritten von
100 nmol pro Ansatz, d.h. in 2 ml Reaktionsgemisch, nach Herstellerangaben
in Triplikaten aufgenommen.
Als Treibkräfte für die ATP-Synthese kommen theoretisch ein reines
Na
+-Potential (ΔpNa) von mindestens 180 mV oder ein elektrochemisches
Potential mit einem elektrochemischen Na
+-Potential, bei dem der Hauptteil
des elektrischen Potentials von einem K
+-Gradienten gebildet wird (ΔµNa
+),
oder auch ein rein elektrochemisches Potential (Δ Ψ  ) in Anwesenheit von
Na
+-Ionen  in  Frage.  (Eine  schemtische  Darstellung  der  Triebkräfte  und
Versuchsansätze ist in Abb. 32 zu sehen.) Zu klären, welches Potential das
Enzym zur Synthese von ATP befähigt, ist von besonderer Bedeutung, da der
exakte Mechanismus der Krafterzeugung in der ATP-Synthase noch nicht
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3.4.1.1.  ΔpNa als Triebkraft für die Na
+-F1FO-ATP-Synthase
Zuerst wurde untersucht, ob das erzeugte Na
+-Potential (ΔpNa, vgl. Schema
in Abbildung 32.)   ausreichend ist, um das Enzym zur ATP-Synthese zu
befähigen. Dazu wurden die Proteoliposomen mit Na
+ geladen, 1 ml  der auf
Dichtigkeit geprüften Proteoliposmen wurde dazu mit 1 ml Ladepuffer (100
mM TRIS, 100 mM Maleinsäure, 400 mM NaCl und 5 mM MgCl2, pH 7,5) für
12 h bei 4°C inkubiert. (Die Endkonzentration von NaCl im Proteoliposom
betrug ca. 210 mM.) Um eine Verdünnung der Liposomen zu vermeiden,
wurden die geladenen Liposomen von dem Ladepuffer über eine Gelfiltration
(10 ml Pipette mit Sephadex  S25) getrennt, als Säulenpuffer dienten  200
mM KCl, 10 mM KH2PO4. und 10 mM NaCl, in diesem Puffer fand auch die
Synthase-Reaktion statt (Assaypuffer). Die liposomenhaltige Fraktion war
leicht an der irisierenden Färbung erkennbar. Der Na
+-Gehalt wurde mittels
einer Na
+-Elektrode als <15 mM bestimmt. Das Na
+-Potential (ΔpNa) beträgt
daher ca. 70-100 mV. Zu den so vorbereiteten Proteoliposomen (2 ml) wurden
10 mM ADP-K (20 µl einer 0,5 M Stammlsg.) gegeben und damit die Reaktion
gestartet.
Die Versuche wurden bei 30°C durchgeführt. Alle 30 s wurden Proben
entnommen  (je  10  µl).  Die  Reaktion  wurde  durch  Zugabe  von  250  µl
Messpuffer (5 mM NaHAsO4,  4  mM  MgSO4, 20 mM Glycylglycin, pH 8)
gestoppt  und  die  Proben  wurden  sofort  nach  Zugabe  von  5  µl
Luciferin/Luciferase-Lösung chemiluminometrisch vermessen. Unter diesen
Bedingungen war keine ATP-Synthese messbar (Abb.33).
3.4.1.2.  ΔΨ als Triebkraft für die Na
+-F1FO-ATP-Synthase
Für den Mechanismus der Ionentranslokation durch den FO-Teil des Enzyms
ist es von enormer Wichtigkeit, ob ein Na
+-Potential obligatorisch für die
Funktion der ATP-Synthase ist. Daher wurde auch ein Ansatz gefahren, bei
dem lediglich das K
+-Diffusionspotential als Triebkraft zur Verfügung steht
(ΔΨ).  Dazu  wurden  die  Proteoliposomen  nicht  mit  Na
+  geladen,  der
Ladepuffer enthält nur 20 mM NaCl. Die Proteoliposomen enthalten daherErgebnisse 85
etwa genausoviel Na
+ wie der Assaypuffer. Das bedeutet, dass zwar Na
+-
Ionen vorhanden waren, jedoch kein Gradient und damit auch kein ΔpNa,
ansonsten  erfolgte  der  Versuch  analog  3.4.1.1.).  Die  vorbereiteten
Proteoliposomen (2 ml) wurden mit 2 µM Valinomycin (10 µl einer 0,2-M-
Stammlsg) versetzt und die Reaktion durch Zugabe von 10 mM ADP-K (20 µl
einer  0,5-M-Stammlsg.)  gestartet.  Die  Versuche  wurden  bei  30°C
durchgeführt. Alle 30 s wurden Proben entnommen (je 10 µl). Die Reaktion
wurde durch Zugabe von 250 µl Messpuffer (5 mM NaHAsO4, 4 mM MgSO4,
20 mM Glycylglycin, pH 8) gestoppt und die Proben wurden sofort nach
Zugabe  von  5  µl  Luciferin/Luciferase-Lösung  chemiluminometrisch
vermessen. Anhand einer zuvor aufgenommenen Kalibrierungsgeraden mit
definierten ATP-Mengen konnte die gebildete ATP-Menge bestimmt werden.
In  diesem  Versuchsansatz  war  die  ATP-Synthese  messbar.  Das
erzeugte ΔΨ war als Triebkraft ausreichend, um die Na
+-F1FO-ATP-Synthase
aus  A.  woodii   zur  Synthese  von  ATP  zu  befähigen.  Ein  Mol-Enzym
katalysierte die Bildung von 35 mol ATP pro Minute. Dieser Wert liegt in der
gleichen  Größenordnung  wie  andere  an  Proteoliposomen  gemessenen
Syntheseraten  von  Na
+-F-Typ-ATP-Synthasen (Neumann  et  al.,  1998).
Besonders wichtig ist der durch diesen Versuch erbrachte Beweis, dass als
Triebkraft nicht zwangsläufig ein Na
+-Potential benötigt wird, sondern die
Triebkraft auch von einem elektrochemischen Potential aufgebracht werden
kann. Die Ergebnisse sind in Abbildung 33 graphisch aufgetragen.
3.4.1.3.  ΔµNa
+ als Triebkraft für die Na
+-F1FO-ATP-Synthase
Das größte Potential entsteht, wenn neben einem Na
+-Potential auch noch ein
K
+-Diffusionspotential angelegt wird. Die Kombination beider Potentiale wird
als elektrochmisches Na+-Potential (ΔµNa+)  bezeichnet.
Zuerst werden die Proteoliposomen mit Na
+ geladen. Die auf Dichtigkeit
geprüften 1-mlProteoliposmen wurden dazu mit 1 ml Ladepuffer  für 12 h bei
4°C inkubiert. (Die Endkonzentration von NaCl im Proteoliposom betrug ca.
210 mM.) Um eine Verdünnung der Liposomen zu vermeiden, wurden dieErgebnisse 86
geladenen Liposomen von dem Ladepuffer über eine Gelfiltration (10 ml
Pipette mit Sephadex  S25) getrennt, als Säulenpuffer dienten  200 mM KCl,
10 mM KH2PO4. und 10 mM NaCl, in diesem Puffer fand auch die Synthase-
Reaktion  statt  (Assaypuffer).  Der  Na
+  Gehalt  wurde  mittels  einer  Na
+-
Elektrode als <15 mM bestimmt. Das Na
+-Potential (DpNa) betrug daher ca.
70  mV.  Durch  Zugabe  von  Valinomycin  wurde  zusätzlich  ein  K
+-
Diffusionspotential von ca. 190 mV erzeugt. Es stand also eine Triebkraft von
260 mV zur Verfügung. Die so vorbereiteten Proteoliposomen (2 ml) wurden
mit 2 µM Valinomycin (10 µl einer 0,2-M-Stammlsg) versetzt und die Reaktion
durch Zugabe von 10 mM ADP-K (20 µl einer 0,5-M-Stammlsg.) gestartet. Die
Versuche  wurden  bei  30°C  durchgeführt.  Alle  30  s  wurden  Proben
entnommen  (je  10  µl).  Die  Reaktion  wurde  durch  Zugabe  von  250  µl
Messpuffer (5 mM NaHAsO4,  4  mM  MgSO4, 20 mM Glycylglycin, pH 8)
gestoppt  und  die  Proben  wurden  sofort  nach  Zugabe  von  5  µl
Luciferin/Luciferase-Lösung chemiluminometrisch vermessen. Ohne Zugabe
von ADP war keine ATP-Bildung messbar. In diesem Versuchsansatz war
ebenfalls ATP-Synthese messbar.
Das  erzeugte  elektrochemische  Na
+-Potential  war  als  Triebkraft
ausreichend, um die Na
+-F1FO-ATP-Synthase aus A. woodii   zur Synthese
von ATP zu befähigen. Ein Mol-Enzym katalysierte die Bildung von 37 mol
ATP pro Minute. Dieser Wert liegt in der gleichen Größenordnung wie andere
an Proteoliposomen gemessene Syntheseraten vom F-Typ-ATP-Synthase
(Cook et al., 2003; Dimroth et al., 2003; Feniouk et al., 1999; Pitard et al.,
1996; Richard et al., 1995) und ist auch nur geringfügig größer als die durch
ΔΨ erzielte Syntheseleistung. Dieses Ergebnis untermauert die These, dass
das Na
+-Potential eine untergeordnete Rolle spielt und der größte Teil der
Triebkraft von einem elektrochemischen Potential aufgebracht werden könnte.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 33 graphisch aufgetragen.Ergebnisse 87
3.4.1.4.  Zusammenfassung der Versuche zur ATP-Synthese
Die durchgeführten Versuche zeigen eindeutig, dass die vollständig gereinigte
Na
+-F1FO-ATP-Synthase aus A. woodii zur Synthese von ATP fähig ist. Das
Vorhandensein der V-typischen c1-Untereinheit hat keinen Einfluss auf die
Fähigkeit des Enzyms zur ATP-Synthese. Ein Na
+-Potential ist nicht obligat
für die Synthese (Abb. 33), sondern die Triebkraft kann auch von einem
elektrochemischen Potential zur Verfügung gestellt werden.
Abb.  33 : Verschiedene Triebkräfte treiben die Na
+-F1FO-
ATP-Synthase. Die artifiziellen Triebkräfte ΔΨ ( ■), ΔpNa (●) und
ΔµNa
+ (▲)  wurden  wie  im  Text  beschrieben  erzeugt.  Als
Negativkontrolle () diente ein ΔµNa
+-Ansatz ohne ADP-Zugabe.
3.5.  Der c-Ring der  Na
+-F1FO-ATP-Synthase aus A. woodii
Die Na
+-F1FO-ATP-Synthase aus A. woodii ist die einzige bisher gereinigte
und  charakterisierte  ATP-Synthase,  welche  V-Typ-c-Untereinheiten
beherbergt.  Bemerkenswert  und  einzigartig  ist,  dass  die  Na
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Synthase zur Synthese von ATP fähig ist, obwohl sie einen heterooligomeren
c-Ring mit V- und F-Typ-c-Untereinheiten besitzt. Diese Tatsache führt nun zu
der Frage, in welchem Verhältnis die Untereinheiten c1 zu c2/3 vorkommen,
denn dies hat gravierende Auswirkungen auf die Energetik des Enzyms und
auf alle existierenden Theorien zur Krafterzeugung in ATP-Synthasen. Das
Ionen-zu-ATP-Verhältnis ist hier von entscheidender Bedeutung (siehe auch
Einleitung). Es wäre sogar denkbar, dass gemischte Populationen von ATP-
Synthasen existieren, welche unterschiedliche Untereinheitenstöchiometrien
im  c-Ring  aufweisen  (Abb.  34).  Auch  wäre  es  denkbar,  dass  die
Untereinheitenstöchiometrie je nach Wachstumsbedingungen variabel wäre..
Abb.  34 : Schematische  Darstellung  von  verschiedenen
denkbaren Untereinheitenstöchiometeien für den c-Ring der
Na
+-F1FO-ATP-Synthase  aus  A.  woodii. Der  Nachweis  der
Präsenz der c1- und c2/3-Untereinheiten im gereinigten Enzym lässt
keinen Schluss auf die Untereinheitenstöchiometrie zu. Es sind
Ringe nur aus c2/3- oder c1-Untereinheiten denkbar, sowie Ringe mit
verschiedensten Verhältnissen von c1 zu c2/3
Um die Frage zu klären, welche Größe und Untereinheitenstöchiometrie der
c-Ring aufweist, sollte dieser aus der gereinigten Na
+-F1FO-ATP-Synthase von
A. woodii isoliert und untersucht werden.
3.5.1.  Isolierung des c-Ringes
Die Anzucht von A. woodii und die  Reinigung des Enzymes erfolgte wie in
3.2. beschrieben. Die Isolierung des c-Ringes erfolgte entweder aus dem
gereinigten Enzym oder aus einem vorbehandelten Solubilisat, um höhere
































der enormen Stabilität des c-Ringes, der selbst nach Kochen in 10% SDS
noch intakt ist (Reidlinger und Müller, 1994). Um den c-Ring zu isolieren,
wurde das Enzym zuerst durch Inkubation in 1,5% (w/v) N-Lauroylsarcosin
dissoziiert. Anschließend wurde durch 65% Sättigung mit Ammoniumsulfat
gefällt. Im Filtrat befand sich dann ausschließlich der isolierte c-Ring (vgl.
Abb. 35). Über Hybridisierung mit Antikörpern gegenc1 und c2/3 wurde gezeigt,
dass es sich bei dem gereinigten Protein um den c-Ring  handelt.  Dieser
enthielt die Untereinheiten c1, c2 und c3. Der Ring ließ sich durch Kochen in
10%  SDS  denaturieren.  Es  wurden  zwei  Proteine  als  Zerfallsprodukte
identifiziert, ein größeres mit einer Masse von 18 kDa (c1) und ein kleineres
mit einer Masse von etwa 8 kDa (c2/3). Damit war der Beweis erbracht, dass
der c-Ring aus den Untereinheiten c1, c2 und c3 aufgebaut wird (Abb. 35).
Abb. 35: Isolation und Untereinheitenkomposition des c-
Ringes der Na
+-F1FO-ATP-Synthase aus A. woodii. Proben des
Enzymes (1) und des isolierten c-Ringes (3, 4 und 7) wurden 20
min bei 80°C denaturiert und auf einem 10% (1-3) bzw. 13,5% (4-9)
SDS- Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Gele wurden wie in 2.7.6.1.
beschrieben  mit  Silber  gefärbt.  Der  c-Ring  wurde  durch  TCA
denaturiert (6). Der c-Ring (7) und seine durch Denaturierung mit
TCA gewonnenen Untereinheiten (8, 9) wurden durch ein 13,5%
SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und durch Hybridisierung mit
dem Antikörper gegen c1 (7, 8) bzw. gegen c2/3 (9) identifiziert.Ergebnisse 90
Um eine erste Abschätzung der Ringgröße vornehmen zu können, wurde eine
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese mit c-Ringen  bekannter  Größe  als
Vergleich durchgeführt. In Abb. 36 ist zu sehen, dass der c-Ring aus A. woodii
ein ähnliches Laufverhalten wie der Ring aus I. tartaricus zeigt. Dies deutet
auf eine vergleichbare Ringgröße von etwa 95 kDa hin.
Abb.  36: Größenvergleich verschiedener isolierter
c-Ringe. Es wurden jeweils Proben der gereinigten c-Ringe aus A.
woodii  (1&2)  Präparation  aus  dem  gereinigten  Enzym  (1),
Präparation aus dem Solubilisat (2),  C.  paradoxum  (3)  und  I.
tartaricus  (4)  auf  ein  10%  SDS-Page  aufgetragen  und  durch
Silberfärbung visualisiert. Die Proben von C. paradoxum (Meier et
al., 2006) und I. tartaricus (Meier et al., 2001) wurden von T. Meier
(Max-Planck-Institut   für Biophysik, Frankfurt, Deutschland) zur
Verfügung  gestellt.  Unerklärlich  ist,  dass  der  c-Ring  aus  C.
paradoxum kleiner zu sein scheint als die Ringe aus A. woodii und
I. tartaricus.
3.5.2.  Stabilität des c-Ringes
Der  gereinigte  c-Ring  sollte  zur  Aufklärung  seiner  Untereinheiten-
Zusammensetzung denaturiert werden. Dabei zeigte sich, dass der c-Ring
eine enorme Stabilität aufweist. Selbst durch bis zu 1h-Inkubation in 5% SDS
bei 100°C war der gereinigte c-Ring nicht zu denaturieren. Erst eine Erhöhung
der Inkubationstemperatur auf 120°C vermochte den Ring zu denaturieren
(Abb. 37).
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Abb. 37: Stabilität des gereingten c-Ringes der Na+-F1FO-
ATP-Synthase aus A. woodii. Teil A der Abbildung zeigt den bei
100°C  inkubierten  c-Ring.  Ansatz  1  wurde  10  min  bei  100°C
inkubiert.  Die  Inkubationszeit  erhöht  sich  bei  jedem  folgenden
Ansatz  um  jeweils  10  min.  bis  auf  max.  60  min.   Teil  B  der
Abbildung zeigt den bei 120°C inkubierten c-Ring. Ansatz 7 wurde
90 s inkubiert. Die Inkubationszeit erhöht sich bei den folgenden
Ansätzen um je 90 s Inkubationszeit. Die Identität der sichtbaren
Banden wurde durch Western-Blot festgestellt.
3.5.3.  Analyse der Untereinheitenstöchiometrie des c-Ringes
Da der c-Ring ein äußerst lipophiles Protein ist, gestaltet sich die Analyse
recht schwierig. Aufgrund dieser lipophilen Eigenschaften und des daraus
resultierenden, nicht der Größe entsprechenden Laufverhaltens war es nicht
möglich, die Größe des Ringes durch SDS-Page abzuschätzen. Lediglich der
Vergleich mit anderen bekannten c-Ringen ließ eine gewisse Eingrenzung der
Größe zu und legte die Vermutung nahe, dass der Ring eine Größe von etwa
95-100 kDa aufwies (Abb. 37). Das Verhältnis von c1 zu c2/3 konnte durch
vollständiges Denaturieren des c-Ringes durch Zugabe von 12% (v/v) TCA
aus  einer  50%  (w/v)  Stammlösung  und  anschließende  GelfiltrationErgebnisse 92
abgeschätzt werden. Dabei ist die Fläche unter den Peaks proportional zur
Proteinmenge. Allerdings muss die unterschiedliche Absorption bei λ = 280
nm der c1- bzw. c2/3-Untereineinheit berücksichtigt werden, die c1-Untereinheit
enthält drei Tryptophane und absorbiert auf Grund dessen auch dreimal mehr
Licht als die c2/3-Untereinheit mit nur einem Tryptophan. Der Quotient der
Flächen sollte also unter Berücksichtigung dieser Fakten eine Abschätzung
des Verhältnisses von c1 zu c2/3 zulassen. Der berechnete Quotient lag bei 9,3
(Abb. 38). Dies würde einem Verhältnis von 1:9 für c1 zu c2/3 entsprechen.
Unter Berücksichtigung einer ungefähren Ringgröße von ca. 95 kDa würde
dies für eine c1-Untereinheit und 9 c2/3-Untereinheiten sprechen. Ein solcher
Ring hätte rechnerisch eine Masse von 93,4 kDa.
Abb.  38 : Elutionsprofil des gereinigten und durch TCA
denaturierten  c-Ringes. Die ca. 1 mg-Probe wurde über eine
Sephadex  25  (GE  Healthcare,  Freiburg,  Deutschland)
Gelfiltrationssäule aufgetrennt. Die Flussrate betrug 0,5 ml/min. Der
Säulenlauf wurde durch Aufzeichnung der Absorption bei 280 nm
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Ein  weiteres  Indiz  für  diese  Stöchiometrie  lieferte  die  densitometische
Auswertung der Silber- und Coomassie-gefärbten Gele des denaturierten
Ringes. Hier ergab sich im Mittel ein Verhältnis von 1:8,8 (Abb. 39).
Abb.  39: Densitometrische  Auswertung  des  SDS-
Geles des durch 12% TCA denaturierten c-Ringes. In Teil A ist
ein  12%  SDS-Gel  mit  dem  nativen  und  dem  durch  12%  TCA
denaturierten c-Ring zu sehen. In Teil B ist die densitometrische
Auswertung  (Image  Quant  TL  1D  Gel  Analysis,  Amersham
Biosciences, Tacoma, USA) eines durch 12% TCA denaturierten c-
Ringes,  der  auf  einem  13,5%  SDS-Gel  aufgetrennt  wurde,  zu
sehen. Das 13,5% SDS-Gel bietet eine schärfere Auflösung und
liefert daher auch genauere Werte. Das densitometrische Verhältnis
der Banden von c2/3 zu c1 beträgt  674:179. Unter Berücksichtigung
der Massen (ca. 7,8 und ca. 18,4 kDa) der Untereinheiten ergibt
sich daraus ein Verhältnis 86:9,7 bzw. 8,8:1 für c2/3 zu c1.
Da diese Methoden jedoch keinen zweifelsfreien Beweis zulassen und auch
die Möglichkeit von Ringen mit variabler Untereinheitenstöchiometrie nicht
beantwortet, waren weitere Analysen des c-Ringes notwendig.
3.5.4.  2D-Proteinkristallisation des c-Ringes aus A. woodii
Um  detailliertere  Informationen  über  Ringgröße  und  Untereinheiten-
stöchiometrie  zu  erhalten,  wurden  von  dem  isolierten  c-Ring  2D-Ergebnisse 94
Proteinkristalle hergestellt. Hierzu wurde ein je 100 µl-c-Ring (2 mg/ml) mit 1-
Palmitoyl-2N-Aleyl-SN-Glycero-3-Phosphocholin (10 mg/ml Lösung, Avanti
Polar  Lipids  Inc.,  Alabaster,  AL,  USA)  in  verschiedenen  Lipid-zu-
Proteinverhältnissen (w/w) gemischt (0,5:1; 1:1; 1,5:1). Diese Mischungen
wurden in 50 µl Mikrodialysebuttons (Hampton Research, Aliso Viejo, CA,
USA) gegen 50 ml 10 mM Tris ⁄ HCl (pH 8.0), 200 mM NaCl und 3 mM NaN3
für 24, 48 und 72 h bei 16, 25 und 37°C dialysiert. Die Proben mit einem
Protein-zu-Detergenz-Verhältnis von 1:1 lieferten bei Inkubationstemperaturen
von 16 und 25°C Kristallplättchen von einer Größe bis zu 500 nm (Abb.40,
43). Diese wurden dann parallel durch Rasterkraftmikroskopie (AFM) und
Elektronenmikroskopie untersucht (EM).
3.2.1.1.  Untersuchung der 2D-Kristalle des c-Ringes der Na
+-F1FO-ATP-
Synthase durch Rasterkraftmikroskopie
Es  wurde  ein  für  die  Beobachtung  von  Einzelkomplexen  in  Lösungen
modifiziertes Atomic Force-Mikroskop mit einem 100 µm-X/Y-Piezoscanner
verwendet (Nanoscope IIIa, DI-Veeco, Santa Barbara, CA; USA). Die 100 µm
langen Silikonnitrit-Nadeln (Olympus, Tokyo, Japan) hatten eine nominelle
Federkonstante von 0,9 N/m. Das zu untersuchende Protein wurde durch 30
min Inkubation auf frisch geschnittene Träger aufgebracht. Danach wurden
die Träger gespült, um nur lose anhaftendes Material zu entfernen. Die
Messungen wurden in Puffern (10 mm Tris ⁄ HCl, 200 mm NaCl, 0.02% NaN3,
10% Glycerol, pH 7.8) bei 25° C durchgeführt. Die Andruckkraft betrug 100
pN bei einer Linienfrequenz von 4-6 Hz. Unter dem Rasterkraftmikroskop
zeigten sich Platten aus geordneten c-Ringen. Die Ringe kristallisierten dabei
in zwei Orientierungen (Abb. 40), entweder mit der cytoplasmatischen (heller
erscheinende Ringe mit weißem Zentrum) Seite nach oben oder mit der
Außenseite nach oben (etwas dunklere Ringe mit dunklem Zentrum). Die
cytoplasmatische Seite erscheint heller, da der durch das Fehlen der γ-
Untereinheit entstandene Raum mit Lipiden angefüllt ist (Meier et al., 2001).Ergebnisse 95
Jeder  Ring  wird  dabei  von  zwei  Ringen  gleicher  und  vier  Ringen
entgegengesetzter Orientierung umgeben.
Abb. 40: AFM-Topograph eines Bereiches mit  kristallinen
Strukturen des c-Ringes der Na
+-F1FO-ATP-Synthase aus A.
woodii. Der gelbe Balken stellt einen Maßstab von 100 nm dar. Für
Erläuterungen siehe Text.
Zur  besseren  Analyse  der  gewonnenen  Daten  erfolgte  eine
Bildprozessierung, bei der individuelle Felder des topographischen Bildes
ausgewählt und durch ein referenzfreies Alignement korreliert wurden. Dazu
wurde die SPIDER-Bild-Verarbeitungssoftware (Wadsworth Labs, NY,USA)
verwendet.  Zur  Berechnung  der  Korrelationsbilder  wurde  die  SEMPER-
Bildverarbeitungssoftware verwendet (Synoptics Ltd, Cambridge, UK). Die
Rasterkraft-Topographien wurden in Kooperation mit dem Arbeitskreis von
Prof. Dr. D. Müller an der TU Dresden aufgenommen. Durch Aufsummieren
vieler  Bilder ließen sich Druchschnittsbilder in höherer Auflösung berechnen.
In Abbildung 41-E und 41-F ist die Auflösung so hoch, dass die Anzahl der
Untereinheiten einfach abgezählt werden konnte.Ergebnisse 96
Abb.  41 : Hochauflösende Rasterkraft-Topographien der
2D-Kristalle des des c-Ringes der Na
+-F1FO-ATP-Synthase aus
A. woodii. In A und B sind zwei verschiedene Kristall-Packungen
zu sehen. In C, D, E und F wurde die Auflösung durch Korrelation
mehrer Aufnahmen erhöht.   Die Ringe beider Packungen zeigen
unabhängig von ihrer Orientierung jeweils 11 Dichten und einen
Außendurchmesser von etwa 5,5 nm +/- 0,5 nm.
Es  sind  elf  Dichten  zu  erkennen,  welche  den  Haarnadelstrukturen  der
einzelnen Untereinheiten entsprechen. Vergleicht man diese Erkenntnisse mit
den vorhandenen Daten, so lassen diese den Schluss zu, dass es sich um
einen  Ring  mit  insgesamt  11  Haarnadelstrukturen  handelt.  Der
Innendurchmesser  des  Ringes  beträgt  ca.  1,9  nm  +/-  0,2  nm.  Der
Durchmesser des Ringes, gemessen von den Zentren der Dichten, wurde zu
5 mn +/- 0,4 nm bestimmt. Der Außendurchmesser betrug etwa 5,5 nm +/- 0,4
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(Meier et al., 2003) vergleichbar. Daraus lässt sich für den c-Ring der Na
+-
F1FO-ATP-Synthase aus A. woodii. eine Ringmasse von ca. 95 kDa ableiten.
Obwohl  hier  zum  ersten  Mal  die  Gesamtzahl  der  Haarnadeln  im
isolierten c-Ring der Na
+-F1FO-ATP-Synthase aus A. woodii bestimmt wurde,
ist die erreichte Auflösung der Methode limitiert und reichte nicht aus, um die
c1- von den c2/3-Untereinheiten zu differenzieren. Eine Analyse der 2D-Kristalle
durch  Elektronenmikroskopie  sollte  eine  Verbesserung  der  Auflösung
erreichen. Da die c1-Unterheit mit 18 kDa etwa 2 kDa größer ist als zwei c2/3-
Untereinheiten, sollte eine Differenzierung möglich sein.
3.5.5.  Untersuchung der 2D-Kristalle des c-Ringes der Na
+-F1FO-ATP-
Synthase durch Elektronenmikroskopie
Da die erreichte Auflösung durch Rasterkraftmikroskopie nicht ausreichend
war, um die c-Untereinheiten differenzieren zu können, und daher auch keine
Aussagen  über  deren  Stöchiometrien  möglich  waren,  wurden  die  2D-
Proteinkristalle  des  c-Ringes  der  Na
+-F1FO-ATP-Synthase  durch
Elektronenmikroskopie untersucht. Dazu wurden die Kristalle in 4,5% (w/v)
Trehalose nach der „back-injektion“-Methode auf ein Molybdängitterträger
aufgebracht (Pacific Grid-Tech, San Diego, CA, USA). Die Proben wurden
dann in einem Helium-gekühlten JEOL 3000 SFF-Elektronenmikroskop bei 4°
K und bei einer Beschleunigungsspannung von 300.000 V analysiert. Die
Bilder wurden durch Punkt-Abtastung  mit einer Auflösung von 24x30 Punkten
pro Bild (Kodak SO-163-Film) bei einer Vergrößerung von 53.000 und einer
Elektronendosis von 20-30 Elektronen/Å
2 aufgenommen. Die Filme wurden für
12 min in Kodak D-19-Entwickler entwickelt. Die selektierten Bilder wurden mit
einem Zeiss SCAI-Scanner digitalisiert. Die Pixelgröße von 7 µm entsprach
dabei 1,3 Å.  Die Daten wurden durch die MRC- (Crowther et al., 1996) bzw.
CCP4 (CollaborativeComputationalProject, 1994)-Algorithmen prozessiert und
zu einer finalen Auflösung von bis zu 5 Å aufsummiert. Die erzielte Auflösung
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Kristallbeschaffenheit  als  die  Rasterkraftmikroskopie.  Die  c-Ringe
kristallisierten in der 2D in der p22121 Packung. Eine Einfachzelle hat die
Dimensionen von 100 x 108 Å und enthält vier Ringe, jeder mit 11 Dichten
(Abb. 42).
Abb.  42 : Elektronenmikroskopie der 2D-Kristalle des c-
Ringes  der  Na
+-F1FO-ATP-Synthase  aus  A.  woodii.  Die
Projektionskarten von 13 Bildern wurden zu einer finalen Auflösung
von 5 Å korreliert. Eine Zelle mit der Raumgruppe von p22121
besitzt die Größe von 100,3 x 108,5 Å. Die Raumgruppe besitzt
eine  Symmetrie  um  eine  zweifache  Rotations-  und
Schraubenachse.
Jeder Ring besteht aus einem inneren und einem äußeren Ring mit jeweils 11
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zeigen eine klare Rotationsorientierung, ein Ring ist von jeweils einem Ring
mit gleicher und zweien mit entgegengesetzter Orientierung umgeben (Abb.
43).
A  bb.  43: Ausschnittsvergrösserung  von   Abb.  36.  Der
Ring  besteht  aus  einem  inneren  und  einem  äußeren  Ring  mit
jeweils  11  Dichten,  die  jeweils  eine  transmembrane  Helix
repräsentieren.  Die  c-Ringe  zeigen  eine  klare
Rotationsorientierung. Der Außendurchmesser (blau) beträgt ca. 47
Å (+/- 0,5 Å), der Innendruchmesser (rot) liegt bei ca. 18,5 Å (+/-
0,5 Å).
Die gute Auflösung von 5 Å ermöglicht  detaillierte Aussagen über die Struktur
des c-Ringes. Der Innendurchmesser liegt bei ca 18,5 Å, der Abstand der elf
Dichten im inneren Ring liegt bei 7,8 Å (+/- 0,5 Å), daraus errechnet sich ein
Umfang des inneren Ringes von ca. 85 Å. Der Außendurchmesser des c-
Ringes liegt bei ca. 47 Å und die Abstände der elf aüßeren Dichten bei ca.
12,3  Å  (+/-  0,5  Å),  dies  entspricht  einem  Umfang  von  ca.  135  Å.  Die
erhaltenen  Werte  liegen  innerhalb  der  Größenordnung  der  durch
Rasterkraftmikroskopie  erhaltenen  Werte.  Hier  wurden  ca.  50  Å  als
Durchmesser bestimmt.
Die Untersuchung der 2D-Kristalle des c-Ringes der Na
+-F1FO-ATP-
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Struktur des Ringes, es konnte klar gezeigt werden, dass der c-Ring aus
einem inneren und einem äußeren Ring mit jeweils 11 Transmembranen-
Helices besteht. Dies grenzt die möglichen c1-zu c2/3-Stöchiometrien ein, da
jetzt die Größe des Ringes feststeht. Der c-ring kann nur maximal 5 c1-
Untereinheiten  enthalten  und  muss  mindestens  eine  c2/3-Untereinheit
enthalten, da sonst die ungerade Anzahl von 11 Haarnadelstrukturen nicht
erreicht werden kann. Gleichwohl schließen die bisher erhaltenen Daten nicht
aus, dass Ringe mit unterschiedlichen c1-zu c2/3-Stöchiometrien existieren.
3.5.6.  Bestimmung der Masse und Untereinheitenzusammensetzung
des c-Ringes der Na
+-F1FO-ATP-Synthase aus A. woodii durch
LILBID-TOF-MS
Die LILBID (Laser Induced Liquid Beam Ionisation Desorption; Morgner et. al.,
2006, Morgner et al., 2007)-Massenspektrometrie beruht grundsätzlich auf
ähnlichen Messmethoden wie MALDI- oder ESI-TOF auch; gemessen wird
die  von  Partialladung  und  Masse  abhängige  Flugzeit  der  ionisierten
Proteinfragmente. Anders als bei anderen Ionisierungsmethoden wird hier
jedoch mittels eines Laserpulses ein Mikrotropfen eines Tropfenstrahles (50
nm Tropfendurchmesser, Volumen 65 pl; Frequenz 10 Hz) der Proteinlösung
komplett ionisiert, die Energie des Lasers ( = 2,8 µm) wirkt dabei nur auf die
kovalente  Bindung  zwischen  Sauerstoff  und  Wasserstoff  im  dipolaren
Wassermolekül. Die Energie ist dabei so hoch, dass die Wassermolküle in
einen  superkritischen  Zustand  überführt  werden.  Bei  der  daraus
resultierenden Tropfenexplosion werden die im Wasser solvatisierten Ionen
freigesetzt, beginnen aber gleichzeitig auch aufgrund der Coulombanziehung
zu rekombinieren und sind für die Messung wertlos. Die nicht rekombinierten
Ionen  können  hingegen  im  TOF–Detektor  massenspektrometrisch
nachgewiesen werden. Unter sanften Desorptionsbedingungen bleiben nicht
kovalent gebundene Komplexe intakt und ermöglichen so eine Bestimmung
der  Komplexmasse.  Erhöhte  Laserintensität  führt  zur  Dissoziation  von
Bindungen, dabei zerfallen die schwächsten Bindungen zuerst, danach dieErgebnisse 101
stärkeren  Bindungen.  Dies  führt  zu   einer  sequenziellen  Auflösung  des
Komplexes. Die LILBID-TOF-MS ist eine neue Methode zur Untersuchung
von Proteinen. Durch die direkte Ionisierung des gelösten Proteins ist es
möglich, auch nichtkovalent verbundene Proteinkomplexe auf ihre Masse hin
zu untersuchen. Dazu sind nur sehr gringe Mengen des Proteins notwendig.
Zuerst  wurde  die  Masse  des  gesamten  Ringes  unter  niedriger
Laserintensität untersucht. Die Masse des c-Ringes wurde mit 93,5 kDa
bestimmt (Abb. 44)  Außerdem wurden Massen detektiert, die der Hälfte bzw.
einem Drittel und Viertel der Masse des Ringes entsprechen. Diese Massen
resultieren aus Ringen mit zwei-, drei- oder vierfacher Ladung, welche beim
Ionisierungsprozess ebenfalls in geringen Mengen entstehen (Abb. 44).
Abb.  44: Massenspektrum  des  intakten,  gereinigten  c-
Ringes  unter  schwacher  Laser-Intensität. Der Ring zerfällt
hierbei nicht. Methodenbedingt entstehen ionisierte Ringe nicht nur
mit einer, sondern mit bis zu vier Ladungen. Die roten Linien zeigen
die errechneten Massen (93,5, 46,75, 31,16 und 23,38 kDa) für
intakte Ringe mit 1-4 Ladungen.
Die Masse des c-Ringes der Na
+-F1FO-ATP-Synthase aus A. woodii wurde zu
93,5 kDa (+/- 0,1 kDa) bestimmt. Des Weiteren war es möglich, unter starker
Laserintensität den c-Ring vollständig in die einzelnen Untereinheiten zu
fraktionieren und die exakten Massen für die einzelnen Untereinheiten zu
bestimmen. Für die c1-Untereinheit wurde eine Masse von 18,7 kDa +/- 0,1
und  für  die c2/3-Untereinheit eine Masse von 8,3 kDa +/- 0,1 gemessen.
A
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Aufgrund  dieser  exakten  Massenbestimmung  ist  es  nun  möglich,  eine
Prognose für eine mögliche c1-zu-c2/3-Stöchiometrie zu berechnen. Die aus
der  Elektronenmikroskopie  erhaltenen  Strukturdaten  von  11
Haarnadelstrukturen  würden  Ringe  aus  bis  zu  5  c1-Untereinheiten und
mindestes einer c2/3-Untereinheit als möglich zulassen, jedoch weichen die
daraus resultierenden Massen teilweise sehr deutlich von der bestimmten
Masse ab. In Tabelle 5 sind die möglichen c-zu-c2/3- Stöchiometrien mit ihren
errechneten Massen dargestellt.




Anzahl  der  c2/3-Unter-
einheiten (8,3 kDa)





5 1 11 101,8
4 3 11 99,7
3 5 11 97,6
2 7 11 95,5
1 9 11 93,4
0 11 11 91,3
Berücksichtigt man die Messungenauigkeit der Methode von ca. 0,1 kDa, so
wären rechnerisch nur c-Ringe mit einer c1-zu c2/3-Stöchiometrie von 2:7 oder
1:9 möglich, da nur deren errechnete Massen mit 95,5 kDa +/- 0,9 kDa und
93,4 kDa +/- 1 kDa in der Größenordnung der bestimmten Ringgröße von
93,5 kDa +/- 0,1 kDa liegen. Ebenso ist die Existenz von Ringen, bestehend
aus 11 c2/3-Untereinheiten, auszuschließen, da die errechnete Masse mit 91,3
kDa zu stark von der bestimmten Ringmasse abweicht.
Um  die  exakte  c1-zu-c2/3-Stöchiometrie  zu  bestimmen,  wurde  die
Laserintensität variert. Durch steigende Laserintensitäten ist es möglich, den
Ring gezielt zu fraktionieren. Hierbei zerfallen lediglich die nichtkovalenten
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spezifisches Spektrum je nach Untereinheitenstöchiometrie (Abb. 45). Nimmt
man  an,  dass  der  Ring  zwei  oder  mehr  c1-Untereinheiten enthielte, so
müssten sich Fragmente mit einer Masse von c1
(2+n)+ c2/3
(n) finden lassen. Des
Weiteren müsste man, wenn der Ring mehr als 9 c2/3 Untereinheiten enthielte,
auch Fragmente mit Massen von 
(9+n)c2/3 detektieren können.
Abb. 45: Massenspektrum des gereinigten c-Ringes
unter  stärkerer  Laser-Intensität.  Der  Ring  zerfällt  hierbei
statistisch in seine Untereinheiten. Die roten Linien zeigen die
berechneten  Massen  für  Fragmente  mit  c1+c2/3
(1-9).  Die  blauen
Linien zeigen die berechneten Massen für c2/3 und Vielfache davon.
Die  grünen  Linien  zeigen  die  berechneten  Massen  für  c1  und
Vielfache davon.
Die Masse des gesamten c-Ringes   wurde zu 93,5 +/- 0,1 KDa durch die
LILBID bestimmt; des Weiteren konnten nur Fragmente mit Massen von
c1+c2/3
(1-8) (rot) bzw. mit Masse von c2/3
(1-9) (blau) detektiert werden (Abb. 45).
Fragmente  mit  einer  Masse,  welche  zwei  c1-Untereinheiten entspechen
würde, (grün) konnten nicht detektiert werden. Daher können c-Ringe mit
einer c1-zu-c2/3-Stöchiometrie von 2:7 ausgeschlossen werden. Die einzige c1-
zu-c2/3-Stöchiometrie, welche sowohl mit dem Fraktionierungsmuster unter
sanften Laser-Intensitäten, der bestimmten Masse des intakten c-Ringes und
der Anzahl von 11 Haarnadelstrukturen kompatibel ist, stellt die c1-zu-c2/3-
Stöchiometrie von 1:9 dar. Dies beweist eindeutig einen c-Ring der Na
+-F1FO-
ATP-Synthase aus A. woodii, bestehend aus 10 Untereinheiten. Die c1-zu-
c2/3-Stöchiomtrie beträgt dabei 1:9.
A
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3.5.7.  Untersuchungen zur möglichen Variation der Untereinheiten-
stöchiometrie des c-Ringes
Seit Mitte der 1990er Jahre existierten Theorien, dass es für einen fakultativen
Organismus von Vorteil sein könnte, die Anzahl der c-Untereinheiten im c-
Ring  variieren  zu  können  (Schemidt  et  al.,  1998);  es  konnte  durch
densitometrische Auswertung von SDS-Gelen gezeigt werden, dass in E. coli
die  gebildeten  Mengen  an  Untereinheit  c  beim  Wachstum  auf  Glucose-
Minimalmedium  größer  waren  als  beim  Wachstum  auf  Succinat-
Minimalmedium und die geringsten Mengen an c-Untereinheiten in  auf LB-
Medium  gewachsenen  Zellen  detektiert  wurden.  Dem  entgegen  stehen
Experimente aus jüngerer Zeit (Ballhausen et al., 2009; Krebstakies et al.,
2008), welche klar belegen, dass die Anzahl der c-Untereinheiten durch ihre
Struktur vorgegeben ist. So belegen Strukturdaten eindeutig, dass der  c-Ring
von E. coli aus 10 Untereinheiten (Fillingame und Dmitriev, 2002; Jones et al.,
2000) besteht. Ersetzt man diese Gene jedoch durch Gene aus anderen
Organismen,  so  wird  ein  c-Ring  mit  der  für  den  Organismus  typischen
Untereinheitenanzahl  gebildet,  aus  dem  das  in  E.  coli  klonierte  Gen
ursprünglich stammt (Meier et al., 2007; Meier et al., 2005b). Des Weiteren
konnten bisher keine Strukturen gefunden werden, welche Beweise für c-
Ringe mit unterschiedlicher Größe in einem Organismuss geliefert hätten.
Mittlerweile gilt die Annahme als gesichert, dass die Untereinheitengeometrie
die Ringgeometrie bedingt und daher keine Variationen in der Größe der
Ringe möglich sind.
Die Einzigartigkeit des c-Ringes der Na
+-F1FO-ATP-Synthase aus A.
woodii  mit zwei verschiedenen Untereinheiten in einem Ring würde jedoch
die Möglichkeit einer Variation der Untereinheitenzusammensetzung unter
Wahrung der Ringgröße ermöglichen. Durch Veränderung des Verhältnisses
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Wachstumsbedingungen  möglich.  Bei  heterotrophem  Wachstum  des
Bakteriums  wäre  eine  ATP-Synthase  nicht  obligatorisch,  da  durch
Substratkettenphosphorylierung ATP zur Verfügung gestellt werden kann.
Eine  effiziente  Ionenpumpe  (was  ein  kleineres  Verhältnis  von  c1-zu-c2/3-
Untereinheiten bedeuten würde) könnte aber von Vorteil sein, um größere
elektrochemische Potentiale zu erzeugen. Ein Enzym mit einem kleineren
Ionen-zu-ATP-Verhältnis könnte also hier durchaus von Vorteil sein. Bei
autotrophem Wachstum hingegen ist eine ATP-Synthase obligatorisch, um
ATP zu generieren, wäre ein höheres Ionen-zu-ATP-Verhältnis (was ein
größeres Verhältnis von c1-zu-c2/3-Untereinheiten bedeuten würde) vorteilhaft.
Da A. woodii sowohl zu heterotrophem Wachstum auf Fruktose als auch zu
autotrophem Wachstum auf Methanol in der Lage ist, soll getestet werden, ob
das Substrat einen Einfluss auf die Untereinheitenstöchiometrie hat. Um zu
untersuchen,  ob  die  Untereinheitenstöchiometrie  mit  den  Wachstums-
bedingungen variiert, wurden c-Ringe aus auf unterschiedlichen Substraten
gewachsenen Kulturen isoliert. Es wurden c-Ringe heterotroph (mit 20 mM
Fruktose als Substrat) kultivierter Zellen von A. woodii isoliert, hierbei wäre
kein  als  ATP-Synthase  funktionierendes  Enzym  notwendig.  Für  das
autotrophe Wachstum mit Methanol oder Betain als Substrat hingegen ist die
Funktion  der  Na
+-F1FO-ATP-Synthase  als  ATP-Synthase  obligat,  daher
wurden c-Ringe aus Kulturen isoliert, welche mit 40 mM Betain oder 60 mM
Methanol als Substrat gewachsen waren. Ebenso wäre denkbar, dass die
Na
+-Konzentration  im  Medium  einen  Einfluss  auf  die
Untereinheitenstöchiometrie haben könnte, daher wurden c-Ringe aus mit 60
mM Methanol als Substrat in Anwesenheit von 200 mM NaCl gewachsenen
Kulturen isoliert. Die isolierten c-Ringe wurden dann durch LILBID-TOF-MS
auf ihre Untereinheitenstöchiometrie untersucht (Tab. 6).Ergebnisse 106
Tabelle 6, Untereinheitenstöchiometrie des c-Ringes der Na
+-
F1FO-ATP-Synthase  aus  A.  woodii  unter  verschiedenen
Wachstumsbedingungen.
Die Untersuchung der Untereinheitenstöchiometrie des c-Ringes der Na
+-
F1FO-ATP-Synthase  aus  A.  woodii  zeigte,  dass  unter  den  gewählten
Wachstumsbedingungen  keine  Variation  des  c1-zu-c2/3-Verhältnisses  zu
beobachten war. Das ermittelte c1-zu-c2/3-Verhältniss betrug stets 1:9. Dies ist
ein  weiteres  Indiz  für  die  Richtigkeit  der  Theorie,  dass  die  Struktur  der
Untereinheiten die Struktur des Ringes vorgibt.
3.6.  3D-Kristallisation des c-Ringes der Na
+-F1FO-ATP-Synthase aus
A. woodii
Die  vorangegangenen  Untersuchungen  konnten  die  Größe  und
Untereinheitenstöchiometrie entschlüsseln, jedoch blieb die Frage ungeklärt,
wie viele Ionenbindestellen die c1-Untereinheit tatsächlich besitzt. Die aus der
DNS-Sequenz abgeleitete Primärstruktur der c1-Untereinheit besitzt jedenfalls
nur eine konservierte Ionenbindungsstelle, allerdings wäre theoretisch auch
eine Na
+-Koordination trotz des fehlenden Glutamates denkbar, denn eine
(zwar weitaus schwächere) negativ polarisierte Bindetasche ist nach wie vor
vorhanden  (siehe  auch  Einleitung).  Diese  Fragestellung  ist  nur  über
hochauflösende 3D-Kristalle zu klären. Daher wurde in dieser Arbeit schon mit
Vorarbeiten  begonnen.  Es  wurden  von  dem  gereingten  c-Ring  3D-
Proteinkristalle gezogen.
Substrat Na
+ [mM] c1 c2/3
Betaine    (40 mM) 20 1 9
Fruktose  (20 mM) 20 1 9
Methanol  (60 mM) 20 1 9
Methanol  (60 mM) 200 1 9Ergebnisse 107
3.6.1.  Ergebnisse der Kristallisation
Der gereinigte c-Ring wurde wie in 2.23. beschrieben kristallisiert. Die größten
Kristalle wurden mit PEG 300 bzw. 400 in Konzentrationen von 16-20% (v/v)
in 0,1M Na-Acetatpuffer erhalten. Die Ergebnisse der durchgeführten Screens
nach 14 Tagen Inkubation sind in Tab. 7 dargestellt. Bei den Proben A1-C8
wurde  im  ersten  Ansatz  1%  (W/V)  DDM  als  Detergenz  verwendet.
Vielversprechende, insbesondere größere Kristalle wurden selektiert und für
weitere Untersuchungen in Stickstoff tiefgefroren..
Tab. 7, Kristallisationsergebnisse  der  im  Hampton-Detergenz-
Screen-III getesteten Detergenzien.
Nr. Detergenz 8°C 12°C 18°C 25°C 30°C
1 C12E9 - - PT PT PT
2 C12E8 - - PT PT -
3 n-Dodecyl-β-D-Maltosid - ND µK µK µK
4 Sucrose-Monolaurat - - - - PT
5 CYMAL-6 - - ND ND PT
6 TRITON X-100 - PT NµK µK µK
7 CTAB - - - -
8 Big CHAP, Deoxy - - - -
9 n-Decyl-β-D-Maltosid - - - -
10 LDAO - PT µK µK PT
11 CYMAL‚-5 - - - -
12 ZWITTERGENT‚ 3-12 - - µK µK µK
13 n-Nonyl-β-D-Glucosid - - - -
14 n,n,Actyl-β-D-Thioglucosid - - - -
15 DDAO - - KN -
16 HECAMEG‚ - - - PT
17 n, n, Actanoylsucrose - PT - -
18 n-Heptyl-β-D-Thioglucopyranosid - - PT -
19 n,n,Actyl-β-D-Glucosid - - KN KN
20 CYMAL‚-3 - - - -
21 C-HEGA‚-10 - - - -
22 ZWITTERGENT‚ 3-10 - - µK µK KNErgebnisse 108
23 MEGA‚-8 - - - -
24 n-Hexyl-β-D-Glucopyranosid - KN PT KN KN
25 Pluronic
® F-68 - - - - -
26 Anapoe
® 35 - - - - -
27 n-Dodecyl-ß-D-Maltotriosid - - - - -
28 Anapoe
® 58 - - - - -
29 Anapoe
® X-114 - - - - -
30 Anapoe
® X-305 - - - - -
31 Anapoe
® X-405 - - - - -
32 Anapoe
® 20 - - PT - -
33 Anapoe
® 80 - PT PT - -
34 Anapoe
® C10E6 - - PT PT -
35 Anapoe
® C10E9 - - PT - -
36 Anapoe
® C12E10 - PT PT - -
37 Anapoe
® C13E8 - - PT - -
38 IPTG - - - - -
39 n-Dodecyl-N,N-Dimethylglycin - - - - -
40 HEGA-10 - - - - -
41 C8E5 - - - - -
42 CHAPS - - - - -
43 CHAPSO - - - - -
44 C-HEGA-11 - - - - -
45 HEGA-9 - - - - -
46 C-HEGA-9 - - - - -
47 HEGA-8 - - - - -
48 CYPFOS-3 - - - - -
49 BAM - - - - -
50 n-Hexadecyl-β-D-Maltosid - - - - -
51 n-Tetradecyl-β-D-Maltosid - - - - -
52 n-Tridecyl-b-β-Maltosid - - - - -
53 Thesit
® - - - - -
54 ZWITTERGENT
® 3-14 - PT KN - -
55 n-Undecyl-β-D-Maltosid - - - - -
56 n-Decyl-β-D-Thiomaltosid - - - - -Ergebnisse 109
57 FOS-Choline
® -12 - - - - -
58 n-Decanoylsucrose - - - - -
59 1-s-Nonyl-β-D-Thioglucosid - - - - -
60 n-Nonyl-β-D-Maltosid - - - - -
61 DDMAB - - - - -
62 n-Nonyl-β-D-Maltosid - - - - -
63 CYMAL
® -4 - - - - -
64 n,n, Actyl-β-D-Thiomaltosid - - - - -
65 FOS-Choline
® -10 - - - - -
66 FOS-Choline
® -9 - - - - -
67 MEGA
® -9 - - - - -
68 1-s-Heptyl-β-D-Thioglucosid - - - - -
69 FOS-Choline
® -8 - - - - -
70 CYMAL
® -2 - - - - -
71 ZWITTERGENT® 3-08 - - - - -
A1 8% PEG 100 nA - - nA nA
A2 12% PEG 100 nA PT PT nA nA
A3 16% PEG 100 nA PT PT nA nA
A4 18% PEG 100 nA PT PT nA nA
A5 20% PEG 100 nA PT PT nA nA
A6 22% PEG 100 nA KN KN nA nA
A7 24% PEG 100 nA KN KN nA nA
A8 26% PEG 100 nA KN KN nA nA
B1 8% PEG 200 nA PT PT nA nA
B2 12% PEG 200 nA PT PT nA nA
B3 16% PEG 200 nA PT PT nA nA
B4 18% PEG 200 nA PT PT nA nA
B5 20% PEG 200 nA KN KN nA nA
B6 22% PEG 200 nA KN KN nA nA
B7 24% PEG 200 nA µK µK nA nA
B8 26% PEG 200 nA µK µK nA nA
C1 8% PEG 300 nA KN KN nA nA
C2 12% PEG 300 nA KN KN nA nA
C3 16% PEG 300 nA K K nA nA
C4 18% PEG 300 nA K K nA nA
C5 20% PEG 300 nA GK GK nA nA
C6 22% PEG 300 nA GK GK nA nA
C7 24% PEG 300 nA K K nA nA
C8 26% PEG 300 nA K K nA nA
D1 8% PEG 400 nA µK µK NA nA
D2 12% PEG 400 nA µK µK nA nA
D3 16% PEG 400 nA µK µK nA nA
D4 18% PEG 400 nA K K nA nAErgebnisse 110
D5 20% PEG 400 nA K K nA nA
D6 22% PEG 400 nA µK µK nA nA
D7 24% PEG 400 nA µK µK nA nA
D8 26% PEG 400 nA KN KN nA nA
Es wurde pro Ansatz je 1µl (8,6 µg/µl Protein) gereinigter c-Ring in einem 0,1M-Na-
Acetatpuffer pH 4,48 mit 18% (v/v) PEG300 eingesetzt. Dieser Puffer diente auch
als Reservoirpuffer (je 500 µl). Die Kristallisation erfolgte bei den angegebenen
Temperaturen  für  14  Tage.  Die  Ergebnisse  der  Kristallisation  wurden  wie  folgt
dargestellt:  Es  erfolgte  keine  erkennbare  Reaktion:  (-),  bei  erfolgter
Phasentrennung: (PT), bei kristallinem Niederschlag: (ND), bei kleinsten Kristallen:
(µK), bei Kristallen: (K) und bei Kristallen >100µm: GK. Beispielbilder sind in Abb. 46
zu sehen.
Für  jedes  gefundene  Kristallisationsergebnis  sind  in  Abb.  46  Beispiele
gezeigt.  In  Abb.  46-a  ist  ein  Kristallisationstropfen  mit  erfolgter
Phasentrennung zu sehen. In Abb. 46-b ist ein kristalliner Niederschlag zu
erkennen. In Abb. 46-c werden erste kleinere Kristalle sichtbar, während in
Abb. 46-d und -e die Proteinkristalle klar erkennbar werden. Abb. 46-f zeigt
einen Kristall mit einer Länge von mehr als 800 µm, der auch schon mit
bloßem Auge sichtbar war. Die schwarzen Balken repräsentieren eine Länge
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Abb.  46: 3D-Proteinkristalle des isolierten c-Ringes der
Na
+-F1FO-ATP-Synthase  aus  A.  woodii.  Beispielhaft  sind  die
Ergebnisse der Kristallisationsversuche aufgeführt. In (a) ist ein
Kristallisationstropfen mit erfolgter Phasentrennung zu sehen. In (b)
ist ein kristalliner Niederschlag zu erkennen. In (c) werden erste
kleinere Kristalle sichtbar, während in (d) und (e) die Proteinkristalle
klar erkennbar werden. (f) zeigt einen Kristall mit einer Länge von
mehr als 800 µm, der auch schon mit bloßem Auge sichtbar war.
Die schwarzen Balken repräsentieren eine Länge von 100 µm (a, c,
d, e und f wurden bei identischer Vergrößerung aufgenommen)..
Ein  kristallines  Wachstum  zeigte  sich  mit  den  Detergenzien  CYMAL,
Zwittergent 3-12, Zwittergent 3-10, n-Hexyl-β-D-Glucopyranosid, LDAO, DDM,
TRITON  X-100   und  OG,  und  mit  PEG300  bzw  PEG400.  Daher  wurden
komplette Isolierungen des c-Ringes vorgenommen, in denen anstatt OG dieErgebnisse 112
o.g.  Detergenzien  verwendet  wurden.  Anschließend  wurden
Kristallisationsansätze (C1-D8) mit diesen Detergenzien angesetzt. Dabei
wuchsen Kristalle mit je nach Detergenz unterschiedlicher Morphologie. Die






Abb.  47: Ergebnisse  der  Kristallisation  des
isolierten c-Ringes der Na
+-F1FO-ATP-Synthase aus A. woodii.
Die  Ansätze  wurden  im  Puffer  C4  bei  20°C  für  14  Tage  im
„Hanging-Drop-Verfahren“ bei einem Reservoirvolumen von 500 µl
und  einer  Tropfengröße  von  2 µl durchgeführt. Es wurden die
Detergenzien CYMAL (a), Zwittergent 3-12 (b), Zwittergent 3-10 (c),
n-Hexyl-β-D-Glucopyranosid (d), LDAO (d), DDM (e), TRITON X-
100 (f) und OG (g) verwendet. Der schwarze Balken repräsentiert
eine Länge von 200 µm..
Kristalle, welche größer als 100 µM waren, wurden selektriert und vermessen,
dabei zeigte sich, dass die Morphologie bei den getesteten Kristallen keinen
Einfluss auf die Auflösung oder Geometrie der Raumgruppe hatte.Ergebnisse 113
Den besten Datensatz mit einer Auflösung von 4,3 Å lieferte der Kristall
AW_1023.  Als  Puffer  diente  mit  18%  PEG  300  bei  18°C,  die
Proteinkonzentration betrug 9,3 mg/ml bei einer Tropfengröße von 1 µl. Der
Kristall wurde vor dem Tiefkühlen für 120 s und 30% PEG 300 mit 0,5 % OG
(V/V),  bei  18°C  inkubiert.  Der  Datensatz  wurde  in  Kooperation  mit   Dr.
Thomas Meier an der SLS Synchrotron Beamline PX-II (Paul-Scherrer-Institut,
SLS, Villach, Suisse) aufgenommen (Oscillation range: 1.0 Degree, Rotation
axis: 1.0 0.0 0.0, X-ray wavelength: 0.97972 Å, Crystal to detector distance:
350 mm, Frames: 120 (1 pass per frame), 30° - 150°, Filter: 50%). Eine erste
Auswertung erfolgte auf Softwarebasis (XDS/MOSFLM). Diese ergab eine
tetragonale Packung mit möglicher Schraubenachse. Der Datensatz zeigte
eine Vollständigkeit von   99% bis   zu einer Auflösung von 4.3 Å.   Diese
Auflösung  würde  zwar  unter  Zuhilfenahme  bekannter  Strukturen  die
Modellierung  einer  3D-Struktur  zulassen,  allerdings  wäre  diese  nicht
ausreichend, um den erhaltenen Dichten auch zweifelsfrei Aminosäurereste
zuordnen zu können.
Die   durchgeführten  Arbeiten  zur  3D-Kristallisation  geben  erste
Hinweise,  unter  welchen  Bedingungen  Kristalle  von  hoher  Auflösung  zu
erzeugen sein könnten. Um eine Struktur zu erhalten, bei der die Zuordnung
der einzelnen Aminosäuren zweifelsfrei möglich ist, sollte eine Auflösung von
< 3 Å erreicht werden. Trotzdem ist es erstmals gelungen, 3D-Proteinkristalle
von c-Ringen mit unterschiedlichen c-Untereinheiten zu erhalten, was eine
ausgezeichnte  Basis  für  weitere  Untersuchungen  darstellt.Diskussion 114
4.  Diskussion
4.1.  Na
+-Energetik in A. woodii
Acetogene Bakterien stellen eine spezielle Gruppe der anaeroben Bakterien dar,
welche über fast alle Ökosysteme verbreitet sind (Müller et al., 2004). Acetogene
Bakterien sind in der Lage, viele verschiedene organische Substrate zu nutzen,
aber auch C1-Verbindungen wie Methanol (Gottschalk, 1989). Zusätlich sind sie in
der Lage, autotroph auf H2 + CO2 zu wachsen (Diekert und Wohlfarth, 1994; Müller
et al., 2004). Während  beim Wachstum auf Zuckern pro Mol Glukose vier Mol ATP
gebildet werden (Ragsdale und Pierce, 2008), findet beim autotrophen Wachstum
keine Netto-ATP-Synthese durch Substratkettenphosphorylierung statt (Fuchs,
1986). Die Energiekonservierung erfolgt durch Aufbau eines Na
+-Gradienten über
die Membran (Müller, 2003). Acetogene Bakterien bedienen sich zum Aufbau von
Membranpotentialen verschiedener Strategien, einige Bakterien nutzen eine pH-
getriebene Bioenergetik wie M. thermoacetica (Hugenholtz und Ljungdahl, 1990;
Kamlage und Blaut, 1992; Ljungdahl, 1986) andere zeigen eine Abhängigkeit von
Na
+ (Geerligs et al., 1989; Heise et al., 1989; Yang und Drake, 1990). A. woodii
zeigt ein Na
+-abhängiges Wachstum unter autotrophen Bedingungen (Heise et al.,
1989). Daher wurde für A. woodii eine geschlossene Na
+-Bioenergetik mit einer
Na
+-abhängigen ATP-Synthase postuliert (Müller, 2003; Müller und Gottschalk,
1994).  Es  konnte  gezeigt  werden,  dass  im  Zuge  der  Acetogenese  ein
elektrochemisches Na
+-Potential von –90 mV aufgebaut wurde (Heise et al., 1993).
Wie der von A. woodii erzeugte elektrochemische Na
+-Gradient aufgebaut wird, ist
bislang  unklar,  es  wurde  allerdings  in  den  Membranen  von  A.  woodii  ein
Proteinkomplex gefunden (Biegel et al., 2009; Schmidt et al., 2009), welcher große
Ähnlichkeit mit einem bekannten Proteinkomplex (Rnf) aufweist, für den Na
+-
Transport nachgewiesen werden konnte (Tokuda und Unemoto, 1981). Diese
Daten legen den Schluss nahe, dass dieser Rnf-Komplex in A.  woodii für die
Erzeugung des elektrochmischen Na
+-Potentials verantwortlich sein könnte.
  Das elektrochemische Na
+-Potential wiederum stellt die Antriebskraft für
eine Na
+-F1FO-ATP-Synthase (Heise et al., 1992a; Heise et al., 1991; Müller, 2003)Diskussion 115
und einen Flagellenmotor (Aufurth et al., 1998) dar. Die Verwendung von Na
+ als
Kopplungsion ist für F1FO-ATP-Synthasen nicht unbekannt. Eine Na
+-gekoppelte
F1FO-ATP-Synthases  kommt  beispielsweise  in  P.  modestum  (Laubinger  und
Dimroth, 1988) oder I. tartaricus (Neumann et al., 1998) vor.
4.2.  Die Na
+-F1FO-ATP-Synthase aus A. woodii
Vergleicht man die Na
+-F1FO-ATP-Synthase aus A. woodii mit bekannten Na
+-
getriebenen ATP-Synthasen (Laubinger und Dimroth, 1988; Müller et al., 2001), so
fällt auf, dass die Na
+-F1FO-ATP-Synthase aus A. woodii im Gegensatz zu allen
übrigen isolierten und charakterisierten F-Typ-ATP-Synthasen eine Besonderheit
aufweist: Sie enthält nicht nur eine c-Untereinheit, sondern insgesamt drei (Müller,
2001 #3895; diese Arbeit). Die F-typischen c2- und c3-Untereinheiten  bestehen aus
zwei  transmembranen  Helices,  wie  sie  auch  in  allen  anderen  F-Typ-ATP-
Synthasen zu finden sind (Rahlfs und Müller, 1997). Die Untereinheit c1 dagegen
stellt mit einer Masse von 18,7 kDa ein V-typisches Proteolipid, bestehend aus vier
transmembranen Helices, dar (Aufurth et al., 2000). A. woodii ist damit das einzige
bisher bekannte Bakterium, welches nachgewiesene c-Untereinheiten vom F- und
V-Typ im c-Ring seiner Na
+-F1FO-ATP-Synthase enthält (diese Arbeit).
Der c-Ring der V-Typ-ATPasen besteht aus 24 transmembranen Helices mit
6 Ionenbindestellen (Clare et al., 2006; Hanada et al., 1991; Murata et al., 2005).
Die aus dieser Stöchiometrie abgeleitete Zahl von 6 translozierten Ionen pro
Rotation (Yokoyama et al., 2003) würde einem ΔGp von ca. 36 kj/mol entsprechen
(Nakanishi-Matsui und Futai, 2006), für die Reaktion von ADP +Pi zu ATP wären
aber  50  kj/mol   nötig.  Daher  sind  diese  Enzyme  bei  einem  normalen
Membranpotential von ca. 180 mV (Thauer et al., 1977) nicht zur Synthese von
ATP  fähig  (Nelson und Taiz, 1989), stellen aber effiziente Ionenpumpen dar
(Mulkidjanian et al., 2007; Müller und Grüber, 2003). Der aus der Na
+-F1FO-ATP-
Synthase  aus  A.  woodii  isolierte hybride  c-Ring  besitzt  eine
Untereinheitenstoichiometrie von einer c1-  und  neun  c2/3-Untereinheiten (diese
Arbeit).  Daraus  ergeben  sich  10  konservierte  Ionenbindestellen  und  einDiskussion 116
Phosphorylierungspotential von etwa 60 kj/mol. Dies ist rechnerisch zur ATP-
Synthese ausreichend, die Fähigkeit des Enzyms zur ATP-Synthese wurde aber
auch experimentell an Proteoliposomen gezeigt (diese Arbeit). Die Na
+-F1FO-ATP-
Synthase aus A. woodii stellt also das bisher einzige Enzym dar, welches V-Typ-c-
Untereinheiten enthält und zur Synthese von ATP fähig ist. Es stellt sich daher die
Frage, ob der hybride c-Ring der Na
+-F1FO-ATP-Synthase   aus A. woodii eine
einzigartige Mutation darstellt oder ob weitere Bakterien mit V-Typ-c-Untereinheiten
vorkommen.  In der Tat finden sich in Genom-Datenbanken weitere Bakterien, in
deren F-Typ-ATP-Synthase-Operonen Gene enthalten sind, die für V-typische c-





atpA atpG atpD atpC
E. coli
atpI atpB atpE 1
atpE 2
atpE 3
atpF atpH atpA atpG atpD atpC A. woodii 
atpF atpH atpA atpG atpD atpC atpI atpB atpE 1
atpE2
atpF atpH atpA atpG atpD atpC atpI atpB atpE 1
atpE2





Abb. 48: Graphischer Vergleich der Operonstrukturen aus E.
coli, A. woodii, A. metalliredigens, N. thermophilus und Epulopiscium sp.,
Die Operonstrukturen wurden nach den Annotationen aus NCBI erstellt.
Die für die F-Typ-c-Untereinheit codierenden Gene sind blau, die für die
V-Typ-c-Untereinheit codierenden Gene rot hervorgehehoben.
A.  woodii ist also nicht das einzige Bakterium mit Genen für F- und V-Typ-c-
Untereinheiten. Interessant ist, dass alle gefundenen V-Typ-c-untereinheiten bei
einer Größe von 16-18 kDa nur eine Ionenbindestelle besitzen (Abb 49)Diskussion 117
Abb. 49: Primärsequenz der c2/3- und c1-Untereinheiten aus A.
woodii. Die vermutlich an der Ionenkoordination beteiligten Aminosäuren
sind rot hervorgehoben.
 ie tatsächliche Expression der Gene ist allerdings außer in A. woodii noch nicht
verifiziert worden. Trotzdem zeigen die Daten, dass das Vorkommen von c1-
Untereinheiten in der F1FO-ATP-Synthase von A. woodii kein Einzelereignis ist.
Dies  wirft  die  Frage  nach  dem  physiologischen  Nutzen  dieser  Mutation  auf.
Energetisch  ist  ein  möglichst  kleines  Verhältnis  von  translozierten  Ionen  pro
generiertem  ATP  zwar  sinnvoll  (Müller  et  al.,  2005b),  da  der  aufgebaute
elektrochemische Na
+-Gradient effizient genutzt werden kann. Allerdings hätte dies
auch  durch  einen  c-Ring,  bestehend  aus  nur  10  c2/3-Untereinheiten, erreicht
werden können. Eine Lösung hierfür könnte in der Struktur des c-Ringes liegen,
denn nach wie vor ist nicht geklärt, wie der c-Ring zusammengebaut wird und worin
die Ursachen für die Größe und Untereinheitenstöchiometrie liegen. Es wird jedoch
diskutiert,  dass  die  Ringgeometrie  durch  die  Geometrie  der  Untereinheiten
vorgegeben werde (Dimroth et al., 2006; Junge et al., 2009; Krebstakies et al.,
2008;  Meier  et  al.,  2005b)  und  daher  die  c1-Untereinheit  essentiell  für  die
Assemblierung des c-Ringes in A. woodii sein könnte. Die bisherigen Theorien zur
Evolution  der  ATP-Synthasen  gehen  davon  aus,  dass  die  F-Typ-Enzyme  die
Vorläuferenzyme der V-Typ-ATPase darstellen, aus denen sich dann die wiederum
die A-Typ-ATP-Synthasen entwickelt haben (Gogarten, 1992 #996; Kibak, 1992
#1101; Nelson, 1992 #1201; Nelson, 1989 #3247; Mandel, 1988 #3335;Gogarten,
1989 #4257;Müller, 2005 #4772; Cross, 2004 #454; Mulkidjanian, 2007 #5138).
Dies würde den Schluss zulassen, dass die F-Typ-ATP-Synthasen, welche auch V-
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typische c-Untereinheiten enthalten, eine Zwischenstufe in der Evolution der ATP-
Synthasen darstellen.
4.3.  Evolution der c-Untereinheiten
Phylogenetische Untersuchungen der 8-kDa-c-Untereinheiten aus F- und A-Typ-
ATP-Synthasen sowie der c- und c´-Untereinheiten der V-Typ-ATPasen zeigen
eine Evolution, welche homolog zu der der katalytischen Untereinheiten verläuft
(Blair  et  al.,  1996;  Hilario  und  Gogarten,  1998).  Es  wird  ebenfalls  ein
Vorläuferprotein vermutet, von dem aus die anderen c-Untereinheiten evolvierten
(Müller et al., 2005b). Als Vorläuferprotein kommt hier nur eine 8-kDa-Untereinheit
mit einer Ionenbindestelle in Betracht (Blair et al., 1996; Nelson und Klionsky,
1996). Auch in der V/A-Typ ATPase war zu Anfang nur ein 8-kDa-Proteolipid
vorhanden (Gogarten et al., 1992; Kibak et al., 1992; Nelson, 1992). Erst nach der
Auftrennung  der  A1AO-  und  V1VO-ATPasen  kam  es  in  den  letzteren  durch
Genverdopplungen  und  Genfusionen  zur  Ausbildung  der  16-kDa-Proteolipide
(Mandel et al., 1988). Die große Diversität in der c-Untereinheiten in Archäen
entwickelte sich vermutlich erst später als Anpassung an ihre jeweiligen Habitate
(Cross und Müller, 2004; Müller et al., 2005a). Erst im Laufe der Evolution verlor
dieses 16-kDa-Proteolipid eine Ionenbindestelle und nachfolgende Mutationen
führten zur Aufspaltung in c-, c´- einerseits und c´´-Untereinheiten andererseits
(Finbow  und  Harrison,  1997).  Unter  Berücksichtigung  der  biochemischen
Eigenschaften und der phylogenetischen Analyse der c-Untereinheiten  wurden
auch einige Enzyme in andere Typ-Klassen eingeteilt; so ist die ATP-Synthase aus
T. thermophilus kaum ein Enzym des V-Types. Es erscheint vielmehr sinnvoll, es
als bakterielle A-Typ-ATP-Synthase zu klassifizieren (Hilario und Gogarten, 1998).
Eine phylogenetische Analyse auf Basis der Sekundärstrukturen verschiedener c-
Untereinheiten ist in Abb. 51 (für F-Typ) und in Abb. 50 (für A-Typ) zu sehen und
































Abb.  50 : Phylogenetischer Stammbaum der c-Untereinheiten
der V- und A-Typ-ATP-Synthasen. Grundlage der Berechnung sind die
Sequenzinformationen aus der NCBI-Datenbank (siehe Anhang A1). Die
Berechnung wurde nach dem Maximum-likelyhood-Algorithmus mit einer
für  die  Verwendung  von  Aminosäuresequenzen  modifizierten
Softwareversion des Programms ARB durchgeführt. Mit dieser wurde
auch das Alignment per ClustalW-Algorithmus und Nachbearbeitung von
Hand durchgeführt. Die Abstände wurden zur besseren Darstellung
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Die phylogenetische Untersuchung der c-Untereinheiten zeigt, dass diese durchaus
geeignet sind, die einzelnen Spezies hinreichend aufzulösen. Auffällig ist, dass die
Archea sich jeweils nach den Besonderheiten ihrer Habitate oder Stoffwechsel
zusammen  gruppieren.  Die  halophilen  Halobactria  finden  sich  in  einem  Ast
zusammen, genauso wie die thermophilen Thermococci und die hyperthermophilen
Methanococci. Möglicherweise hat die Sekundärstruktur der c-Untereinheiten einen
Einfluss auf die Ionenkoordination oder Ringstabilität. Leider sind von zu wenigen
c-Ringen  der  A-Typ-ATP-Synthasen  Größe  und  Untereinheitenstoichiometrie
bekannt, um diese Hypothese zu untermauern. Die phylogenetische Untersuchung
der F-Typ-ATP-Synthasen zeigt ein ähnliches Bild.
Abb.  51:   Phylogenetischer  Stammbaum  der c-
Untereinheiten der F-Typ-ATP-Synthasen. Grundlage der Berechnung
sind die Sequenzinformationen aus der NCBI-Datenbank (siehe Anhang
A1). Die Berechnung wurde nach dem Maximum-likelyhood-Algorithmus
mit einer für die Verwendung von Aminosäuresequenzen modifizierten
Softwareversion des Programms ARB   durchgeführt. Mit dieser wurde
auch das Alignment per ClustalW-Algorithmus und Nachbearbeitung von
Hand durchgeführt. Die Abstände wurden zur besseren Darstellung
normiert  und  spiegeln  nicht  die  realen  phylogenetischen  Distanzen
wider.Diskussion 121
Auch hier gruppieren die c-Untereinheiten aus pflanzlichen ATP-Synthasen sich
zusammen und auch die mitochondrialen bzw. bakteriellen Enzyme finden sich in
eigenen Ästen (Abb. 51). Die Position der Mycoplasmen außerhalb des Hauptastes
für die F-Typ-ATP-Synthasen ist besonders beachtenswert. Mycoplasmen sind
parasitär oder sogar intrazellulär lebende Bakterien. Sie besitzen das kleinste
Genom selbstständig replizierender Organismen (mit Ausnahme von Nanoarcheum
equitans). Die Mycoplasmen stellen daher eine Zwischenstufe in der Evolution hin
zu den Endosymbionten dar. Dass sie sich außerhalb des Hauptastes, näher an
den V-Typ-ATPasen-gruppieren, stützt die Theorie der Evolution der ATPasen
(Cross und Müller, 2004).
Beachtenswert ist außerdem, dass die ATP-Synthasen, welche V-Typ-c-
Untereinheiten enthalten, sich auch in einem eigenen Ast zusammen gruppieren
(blau  unterlegt).  Auffällig  ist,  dass  der  Ast  der  V-typischen  c1-Untereinheiten
(orange unterlegt mit rotem Rahmen) sich nicht innerhalb der c-Untereinheiten aus
V-Typ-ATPasen gruppiert; dies wäre aber zu erwarten, wenn die c1-Untereinheiten
eine  evolutionärer  Zwischenschritt  in  der  Entwicklung  der  F-  zu  den  V-Typ-
ATPasen darstellen würde. Daher ist davon auszugehen, dass es sich bei der
Entwicklung der der c1-Untereinheiten um ein später erfolgtes, von der Evolution
der V-Typ-ATPasen unabhängiges Ereignis handelt. Besonders auffällig ist die
Tatsache,  dass  die  Sekundärstruktur  der  c-Untereinheiten  im  Bereich  der
Ionenbindestelle der vier Organismen mit V-Typ-c1-Genen in ihren ATP-Synthase-
Operonen nahezu 100% übereinstimmt.
4.4.  Die Ionenbindestellen der c-Untereinheiten
Durch Mutagenesestudien konnten zuerst die für Ionenkoordination essentiellen
Aminosäuren bestimmt werden. Es konnte durch Mutationsstudien gezeigt werden,
dass jeweils ein Carboxylat für die H
+-Koordination essentiell ist (Hoppe et al.,
1980; Hoppe et al., 1982; Miller et al., 1990). Bei der protonengetriebenen ATP-
Synthase von E. coli handelt es sich um den Aspartatrest D61 (Fillingame et al.,
1991). Durch den Sequenzvergleich der c-Untereinheiten aus A. woodii und P.Diskussion 122
modestum wurden zwei weitere Aminosäuren gefunden (Prolin-25 und Glutamin-29
in A.  woodii  Untereinheit c2/c3,  die  an  einer  Na
+-Komplexierung beteiligt sein
könnten (Rahlfs et al., 1997). Hochauflösende Strukturen sind von von den Na
+-
komplexierenden c-Ringen aus E. hirae (Murata et al., 2005) und I.  tartaricus
(Meier et al., 2009; Meier et al., 2005a) bekannt. Sie zeigen, dass neben dem
Carboxylat auch noch andere Aminosäuren an der Ionenkoordination beteiligt sind.
Im Falle von I. tartaricus sind dies Q32 (Helix 1) und E65 (Helix 2) von der ersten
Untereinheit  und V63, S66 und Y70 (jeweils  aus Helix 2) von der folgenden
Untereinheit. Zusätzlich findet sich ein Wassermolekül in der Bindetasche, das,
koordiniert von A64 und T67 (Helix 2), ebenfalls an der Na
+-Koordination beteiligt
ist (Meier et al., 2009) (Abb. 52). Ob alle diese Aminosäuren als für die Na
+-
Koordination  essentiell  sind  und  ein  konserviertes  Na
+-Bindemotiv bilden, ist
spekulativ, da von zu wenigen Enzymen bekannt ist, ob diese tatsächlich Na
+-
abhängig arbeiten.
Abb. 52: Die Na
+-Koordination zwischen den c-Untereinheiten
des c-Ringes der Na
+-F1FO-ATP-Synthase aus I. tartaricus (Meier et
al., 2009). Für Erklärungen siehe Text.
Betrachtet  man  die  Bindestellen  in  den  c-Untereinheiten  verschiedener
Organismen, so wird deutlich, dass sich je nach Phylum verschiedene Arten der
Ionenkoordination entwickelt haben. In Tabelle 8 ist ein Aminosäure-Alignement
der Ionenbindestellen von verschiedenen F-Typ-ATP-Synthasen gezeigt. AuffälligDiskussion 123
ist, dass die untersuchten Clostridia, Dinophyceae, Erysipelotrichi, Fusobacteria
und  Deltaproteobacteria  alle  zumindest  biochemisch  ähnliche  Aminosäuren
aufweisen, welche auch im Na
+-Bindemotiv aus I. tartaricus zu finden sind. Es
finden sich stets fünf Aminosäuren an vergleichbaren Positionen (Nummerierung
nach I. tartaricus) zusammen: 1. Q (Q39), (Glutamin) bzw E (Glutamat), gefolgt von
2. V (V63 Valin) oder I (Isoleucin), in seltenen Fällen auch  M (Methionin), die dritte
Aminosäure  ist  stets  ein  hochkonserviertes  E  (E65),  (Glutamat),  4.  T  (T66),
(Threonin) oder S (Serin) und schließlich 5. eine aromatische Aminosäure Y (Y70),
(Tyrosin) oder F (Phenylalanin). Ob allerdings alle diese ATP-Synthasen deswegen
auch in der Lage sind, Na
+ als Kopplungsion zu nutzen, ist spekualtiv und erst zu
zeigen.
Tabelle 8, Sequenzvergleich der Ionenbindestelle verschiedener F-Typ ATP-
Synthasen.
Sequenz der Ionenbindestelle Phylum
Ilyobacter tartaricus ...35...40...45...50...55...60...65....











Clostridium bartlettii QGYAAGKGAEAVGNQPEAKGDIISTMLLGAAVAESTGIY Clostridia
Clostridium hiranonis QGYAAGKLAEAVGNQPEAKSEIMSSFIVGAAIAESTAIY Clostridia
Clostridium nexile QGVAAGHGAAAVGRNPGAKSDITSTMLLGQAVAETTGLY Clostridia
Clostridium paradoxum QGFAAGKGAEAVGKQPEAQGDILRTMLLGAAVAESTGIY Clostridia
Clostridium sp. SS2/1 QGYAAGQGAAAVGRNPGAKGDITSTMLLGQAVAETTGLY Clostridia
Eubacterium eligens QGIAAGYGASAVGRNPGAKSDITSTMLLGQAVAETTGLY Clostridia
Eubacterium hallii QGIAAGYGASAVGRNPGAKGDVMSTMLLGQAVAETTGLY Clostridia
Eubacterium siraeum EGFCGGKAVEAIGRQPEASGAITRTMIIGDALAETTGLY Clostridia
Anaerostipes caccae QGYAAGQGAAAVGRNPGAKGDIMSTMLLGQAVAETTGLY Clostridia
Bryantella formatexigens QGIAAGYGANAVGRNPGAKSDITSTMLLGQAVAETTGLY Clostridia







Ruminococcus albus EGYAVGKTIESIARQPEAQGDCTRTMFIGVAMAESTGIY Clostridia
Ruminococcus obeum EGNAVASALEAIGRQPECKGDVTSTMLLGCAIAETTGIY Clostridia
Ruminococcus sp. EGNAVAKALEAIGRQPECKGDVTSTMLLGCAIAETTGIY Clostridia
Amphidinium carterae QGIASGRCIDGISRQPEVADDLRGVLLLSLAFMESLTIY Dinophyceae
Eubacterium biforme QGIAASKGAESVGRNPDAASKIQSIMVLGIALAETTGIY Erysipelotrichi
Eubacterium dolichum QGIAASKGAEAVGRNPEAAGKIRSIMVLGIAMAETTGIY Erysipelotrichi
Holdemania filiformis EGFVAGKAVEAIGRNPEAEGKIRSTMILGIALSETCAIY Erysipelotrichi
Fusobacterium mortiferum EGYAAGKAVESVARQPEAKGDIISTMILGQAVSESTGIY Fusobacteriales
Fusobacterium nucleatum EGYAAGKAVESVARQPEARGSIISTMILGQAVAESTGIY Fusobacteriales
Fusobacterium sp. EGYAAGKAVEAVARQPEARGNIISTMILGQAVAESTGIY Fusobacteriales
Fusobacterium varium EGYAAGKAVEAVVKIPEQKGNIITTMILGQAVAESTGIF Fusobacteriales























Shewanella oneidensis FGLLGGKFLEGAARQPEMAPMLQVKMFIVAGLLDAVTMI Gammaproteobacteria
Shewanella sp. FAILGGKFLEASARQPELAPALQIKMFIVAGLLDAISMI Gammaproteobacteria
Tolumonas auensis IGVLGGKFLEGAARQPDLLPLLRTQFFIVMGLVDAIPMI Gammaproteobacteria







Citrobacter youngae IGILGGKFLEGAARQPDLIPLLRTQFFIVMGLVDAIPMI Gammaproteobacteria
Erwinia pyrifoliae IGILGGKFLEGAARQPDLIPLLRTQFFVVMGLVDAIPMI Gammaproteobacteria
Erwinia tasmaniensis IGILGGKFLEGAARQPDLIPLLRTQFFVVMGLVDAIPMI Gammaproteobacteria
Escherichia coli IGILGGKFLEGAARQPDLIPLLRTQFFIVMGLVDAIPMI Gammaproteobacteria
Escherichia coli IGILGGKFLEGAARQPDLIPLLRTQFFIVMGLVDAIPMI Gammaproteobacteria




Photobacterium angustum IGNLAGKYLEGVARQPDLTPMLRTQFFIMMGLVDAVPMI Gammaproteobacteria
Vibrio splendidus IGNLAGKYLEGVARQPDLTPMLRTQFFIMMGLVDAVPMI Gammaproteobacteria
Yersinia enterocolitica IGILGGKFLEGAARQPDLIPLLRTQFFIVMGLVDAIPMI Gammaproteobacteria
Reinekea blandensis VGLLGSKLLESTARQPELGPMLQTKFFIVAGLIDAIPII Gammaproteobacteria
Thioalkalivibrio sp. FGLLGGRFLEGAARQPEMVPMLQVKMFIVAGLLDAVTMI Gammaproteobacteria
...35...40...45...50...55...60...65....




Mycoplasma synoviae QGYAAGKTVEAVGRNPEMISKIRATFIIGAGIAETASIY Mollicutes








Micromonas sp. QGTAAGQAVEGIARQPEAEGKIRGTLLLSLAFMEALTIY Chlorophyta
Monomastix sp. QGTAAGQAVEGIARQPEAEGKIRGTLLLSLAFMEALTIY Chlorophyta
Oocystis solitaria QGTAAGYAVEGIARQPEAEGKIRGALLLSFAFMESLTIY Chlorophyta
Ostreococcus tauri QGTAAGQAVEGIARQPEAEGKIRGTLLLSLAFMEALTIY Chlorophyta
Heterosigma akashiwo QGNAAGQAVEGIARQPEAENKIRGTLLLSLAFMEALTIY Raphidophyceae
Alsophila spinulosa QGTAAGQAVEGIARQPEAEGKIRGTLLLSLAFMEALTIY Streptophyta
Angiopteris evecta QGTAAGQAVEGIARQPEAEGKIRGTLLLSLAFMEALTIY Streptophyta
Arabidopsis thaliana QGTAAGQAVEGIARQPEAEGKIRGTLLLSLAFMEALTIY Streptophyta
Atropa belladonna QGTAAGQAVEGIARQPEAEGKIRGTLLLSLAFMEALTIY Streptophyta
Ceratophyllum demersum QGTAAGQAVEGIARQPEAEGKIRGTLLLSLAFMEALTIY Streptophyta
Chara vulgaris QGTAAGQAVEGIARQPEAEGKIRGTLLLSLAFMEALTIY Streptophyta
Chlorokybus atmophyticus QGTAAGQAVEGIARQPEAEGKIRGTLLLSLAFMEALTIY Streptophyta
Cicer arietinum QGTAAGQAVEGIARQPEAEDKIRGTLLLSLAFMEALTIY Streptophyta
Cryptomeria japonica QGTAAGQAVEGIARQPEAEGKIRGTLLLSLAFMEALTIY Streptophyta
Cuscuta gronovii QGTAAGRAVEGIARQPEAEGKIRGTLLLSLAFMEALTIY Streptophyta
*  Die  Nummerierung  der  Aminosäuren  orientiert  sich  an  der  Sekundärstruktur  der  c-
Untereinheit der Na
+-F1FO-ATP-Synthase aus I.tartaricus. Die Auswahl der Organismen
erfolgte willkürlich durch Datenbanksuche (NCBI, die ersten 100 Treffer).Diskussion 125
Die untersuchten Beta- und Gammaproteobacteria, wie z.B. E. coli besitzten im
Gegensatz dazu ein Bindemotiv, welches nur eine geladene Aminosäure, Aspartat,
enthält. Dieses ist allein für die Ionenkoordination verantwortlich. Das deutet darauf
hin, dass c-Untereinheiten, welche ein D (Aspartat) zur Ionenkoordination nutzen,
nur in H
+-getriebenen ATP-Synthasen vorkommen. In der Tat ist für keines dieser
Enzyme  bisher  eine  Na
+  getriebene  ATP-Hydrolyse  oder  -Synthese  gezeigt
worden. Es ist allerdings auch zu beachten, dass bei H
+-getriebenen Enzymen
lediglich eine Protonierung des Carboxylates stattfindet (Pogoryelov et al., 2009).
Der strukturell benötigte Raum zwischen den c-Untereinheiten ist in diesem Fall
sehr gering, wohingegen bei Na
+-Koordination Raum für das größere Ion und noch
ein Wassermolekül zwischen zwei c-Untereinheiten vorhanden sein muss (Meier et
al., 2009). Ist der strukturelle Abstand zwischen den c-Untereinheiten sehr gering,




Die Sequenzvergleiche zeigten auch weitere F1FO-ATP-Synthasen, die wie
A. woodii ein Gen für V-Typ-c-Untereinheiten enthalten:  N. thermophilus und A.
metalliredigens  und Epulopiscium  sp.  Vergleicht  man  die  Sekundärstrukturen
dieser vier Organismen, so fällt auf, dass sie im Bereich der Ionenbindestelle 100%
homolog  sind.  Ihre  Sekundärstruktur  beinhaltet  ebenfalls  alle  für  die  Na
+-
Ionenkoordination typischen Aminosäuren an den vorhergesagten Positionen (Abb.
53). Auch im zwischen der ersten und zweiten transmembranen Helix der größeren
c1-Untereinheiten findet sich dieses klassische Bindemotiv.Diskussion 126
Abb. 53: Ausschnitt aus den Sekundärstrukturen (aus
NCBI, Zugangsnummer siehe Anhang) der c-Untereinheiten der F-Typ-
ATP-Synthasen  verschiedener  Organismen.  Die  konservierten
Aminosäuren  der  Ionenbindestelle  sind  grün  hinterlegt.  Ein  Pfeil
markiert das geladene Glutamat. Bei den c1-Untereinheiten (C) ist nur
die  vordere  Ionenbindestelle  zwischen  Helix  1  und  2  gezeigt.  Die
hintere Ionenbindestelle   zwischen Helix 3 und 4 ist in Abb. 47 zu
sehen.
Zwischen Helix drei und vier dagegen zeigen alle bekannten Organismen in der c1
Untereinheit eine veränderte Sequenz. Das Glutamat ist durch ein Glutamin ersetzt
(Abb 54).
  Abb.  54: Ausschnitt aus den Sekundärstrukturen (aus NCBI,
Zugangsnummer siehe Anhang) der c-Untereinheiten der F-Typ-ATP-
Synthasen verschiedener Organismen. Die konservierten Aminosäuren
der Ionenbindestelle sind grün hinterlegt. Ein Pfeil markiert die Position
für das essentielle geladene Glutamat.
nteressanterweise findet man bei allen Organismen mit V-typischen c-
Untereinheiten in der zweiten Ionenbindestelle der c1-Untereinheiten eine Mutation
des Glutamates in ein Glutamin, in keinem kommt eine andere Aminosäure an
dieser Stelle vor (Abb. 54).
Positon (nach I. tartaricus): 30...35...40...45..._50...55...60...65...70...
Ilyobacter tartaricus          --QGYAAGKAVESVARQPEA-KGDIISTMVLGQAVAESTGIY---
Paracoccus modestum              --QGYAAGKAVESVARQPEA-KGDIISTMVLGQAIAESTGIY---
Clostridium paradoxum            --QGFAAGKGAEAVGKQPEA-QGDILRTMLLGAAVAESTGIY---
Acetobacterium woodii c2         --QGFAAGKGAEAVGRQPEA-QSDIIRTMLLGAAVAETTGIY---
Epulopiscium sp. c2              --QGYAAGKGAEAVGRQPEA-QSDVVRTMLLGAAVAETTGIY---
Alkaliphilus metalliredigens c2  --QGYAAGKGAEGVGRQPEA-QGDIVRTMLLGAAVAETTGIY---
Alkaliphilus metalliredigens c1 --QGFAAGKGAEAASLNPKS-AKSASMVMLLGAAVAETSGIF---
Natranaerobius thermophilus c1 --QGFAAGKGAESVGTNPKR-GRQVTVVMLLGAAVAETSGIF---
Acetobacterium woodii c1 --QGFAAGKGAEAVGKNPTK-SNDIVMIMLLGAAVAETSGIF---
Epulopiscium sp. c1 --QGFAAGKAAEAMGKNPEHGGKPATLVMLLGAAVAETSGIF---
Positon (nach I. tartaricus): 30...35...40...45...50...55...60...65...70...
Ilyobacter tartaricusb            --QGYAAGKAVESVARQPEAKGDIISTMVLGQAVAESTGIY---
Alkaliphilus metalliredigens c1b  --QGYAAGKGTEMVGKRPQYQPMIVRTMFLGQAVAQTTGIY---
Natranaerobius thermophilus c1b   --QGYAAGKGAETVGVRPEHHGNIVKVMLLGQAVGQTTGIY---
Epulopiscium sp. c1b              --QGYAAGKAAEAVGKRPKLQSAIVRTMLLGQAVAQTTGIY---




Obwohl die Aminosäuren Glutaminsäure/Glutamat (T-RNA Codons:GAA,
GAG) und Glutamin (CAA, CAG) in ihrer Struktur nur in einem Punkt voneinander
abweichen,  unterscheiden  sie  sich  doch  stark  in  ihren  Eigenschaften.
Glutaminsäure/Glutamat  liegt  unter  physiologischen  Bedingungen  meist
deprotoniert als Säure (Glutamat) vor. Der Carboxylat-Sauerstoff ist dann negativ
geladen und ermöglicht starke ionische Wechselwirkungen mit positiv geladenen
Teilchen.  Die  funktionelle  Gruppe  des  Glutamin  hingegen  liegt  unter
physiologischen Bedingungen als Amin vor und ist lediglich negativ polarisiert. Die
resultierenden  Wechselwirkungen  sind  daher  erheblich  schwächer  als  beim
Glutamat. Der Austausch nur einer Base in der DNA (G  C) führt also in der
zweiten Ionenbindestelle der c1-Untereinheit zu einer erheblichen Veränderung in
der Fähigkeit zur Koordination von geladenen Teilchen.
Die Ionenbindestelle der c2/3-Untereinheiten weist eine große Homologie
zum bekannten Ionenbindemotiv der Na
+-F1FO-ATP-Synthase aus I. tartaricus auf.
Ein  aus  den  Sequenzdaten  berechnetes  Modell  für  die  Struktur  der
Ionenbindestelle zwischen zwei c2/3-Untereinheiten zeigt große Ähnlichkeiten mit
der Struktur aus I. tartaricus (PDB: 1yce, 1yav; Meier 2005) (Abb 55). Obwohl es
sich hierbei lediglich um eine Modellstruktur handelt, kann aufgrund der großen
Homologie (>98% in der Bindestelle) dieses Modell für die Na
+-Koordination als
wahrscheinlich angenommen werden.Diskussion 128
Abb.  55: Modellstruktur  für  die  Ionenkoordination
zwischen zwei c2/3-Untereinheiten  im c-Ring von A.  woodii. Die
Berechnung  erfolgte  aus  der  von  der  DNA-Sequenz  abgeleiteten
Sekundärstruktur mit der Software Swissmodel (Arnold et al., 2006;
Kiefer et al., 2009; Schwede et al., 2003; Guex et al., 1997; Peitsch et.
al., 1995). Als  Templatestruktur diente 1YCE (Meier et al., 2005a). Die
Koordination des Na
+ erfolgte analog zu I. tartaricus (Meier et al., 2005a)
durch die Aminosäuren Q29 und E62 aus der ersten c2/3-Untereinheit
und V60, T63 und Y67 aus der zweiten c2/3-Untereinheit. Die graphische
Aufbereitung und Modellierung wurde mit der Software Biodesigner rev.
0.7a durchgeführt.
Die Modellberechnung für die c1-Untereinheit gestaltete sich schwieriger. Die
gelösten Strukturen der V-Typ-ATPase aus E. hirae sind zwar auf den ersten
Blick sehr ähnlich, doch fehlt dieser zwischen der ersten und zweiten Helix die
Ionenbindestelle (Murata et al., 2005), wogegen in der c1-Untereinheit von A.
woodii die Ionenkoordination zwischen Helix drei und vier durch die Mutation
des Glutamates in ein Glutamin verändert ist. In Analogie zur Ionenkoordination
zwischen  den  c2/3-Untereinheiten  führt  dies  dazu,  dass  zwischen  der  c1-












Erste c2/3-Untereinheit folgende c2/3-UntereinheitDiskussion 129
Ionenkoordination stattfindet. Dies ist im c-Ring von E. hirae ähnlich, denn
durch eine andere Struktur sind Helix drei und vier so angeordnet, dass auch
hier die Ionenkoordination in der Untereinheit erfolgt (Murata et al., 2005) (vgl.
Abb 5).






















Abb.  56: Modellstruktur  für  die  Na
+-Koordination
zwischen  einer  c1-Untereinheit  und  den  beanchbarten  c2/3-
Untereinheiten  im c-Ring von A. woodii. Die Berechnung erfolgte aus
der  von  der  DNA-Sequenz  abgeleiteten  Sekundärstruktur  mit  der
Software Swissmodel (Arnold et al., 2006; Kiefer et al., 2009; Schwede
et  al.,  2003;  Guex  et  al.,  1997;  Peitsch  et.  al.,  1995).  Als
Templatestruktur  diente  1YCE  (Meier  et  al.,  2005a).  Die
Ionenkoordination erfolgte analog zu  Meier et al. (Meier et al., 2005a)
durch die Aminosäuren Q29 und E62 aus der ersten c2/3-Untereinheit
und  V77,  T80  und  F84  aus  der  folgenden  c1-Untereinheit.  Die
Koordination in der c1-Untereinheit wird durch die Aminosäuren Q46,
E79, V159, T162 und Y166 ermöglicht. Zwischen der c1-Untereinheit
und  der  folgenden  c2/3-Untereinheit ist das konservierte Bindemotiv
gestört. Das geladene Carboxylat fehlt. Die Ionenkoordination (blaues
Na
+) müsste durch die Aminosäuren Q128 und Q161 (rot hinterlegt) aus
c1 und V60, T63 und Y67 aus der folgenden c2/3-Untereinheit ermöglicht
werden. Die graphische Aufbereitung und Modellierung wurde mit der
Software Biodesigner rev. 0.7a durchgeführt.
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Bezieht man diese Erkenntnisse in die Modellberechnung ein, so lässt sich auch
ein realistisches Modell für die c1-Untereinheit berechnen. Es wurde zuerst eine
Struktur für Helix 1&2 (58% homolog) berechnet (Template: I. tartaricus, PDB:
1yce) (Meier et al., 2005a) und anschließend eine Struktur für Helix 3&4 (63%
homolog). Beide Strukturen wurden dann in Analogie zur c-Untereinheit von E.
hirae (PDB 2db4) (Murata et al., 2005) verbunden (Abb. 56). Die Struktur einer
negativ polarisierten Tasche bleibt weiterhin erhalten, da die ebenfalls an der
Ionenkoordination beteiligten Aminosäuren Q128, V60, T63 und Y67 erhalten
bleiben  und  auch  Glutamin  (Q161)  zumindest  eine  schwach  polarisierte
Aminosäure ist (Abb 56).
Umfangreiche Studien zur Ionenkoordination in Proteinen (Harding et al.,
2004) haben gezeigt, dass auch ohne geladene Aminosäuren (Carboxylate) eine
Koordination von Ionen in Proteinen möglich ist. Es waren zum Zeitpunkt der
Untersuchung  135  Strukturen  zur  Koordination  von  Na
+-Ionen  in  Proteinen
bekannt. In 93 Strukturen wurde die Koordination nur durch Carbonylgruppen der
Hauptkette  ermöglicht.  In  22  Strukturen  erfolgte  die  Bindung  einzig  durch
Asparaginsäure. Eine Koordination von Na
+ nur durch Glutamine erfolgte in 12
Fällen. Die Aminosäuren Serin und Threonin allein koordinierten Na
+ in 6 von 135
Strukturen. Allerdings trifft Harding keine detaillierten Aussagen zur jeweiligen
Umgebung  der  Ionenkoordinationsstellen  oder  differenziert  die  untersuchten
Proteine. Trotzdem erlauben seine statistischen Untersuchungen die Aussage,
dass eine Na
+-Koordination auch nur durch polare Aminosäuren wie Glutamin,
Serin oder Threonin möglich ist.
Würde man eine wenn auch weniger starke Ionenkoordination zwischen
einer c1- und der nächsten c2/3-Untereinheit als theoretisch möglich annehmen, so
könnte  die  Wahrscheinlichkeit  der  Koordination  von  der  Na
+-Konzentration
abhängig  sein.  Bei  einer  hohen  Na
+-Konzentration  würde  eine  Koordination
stattfinden. Dies wäre insbesondere von Vorteil, wenn das Enzym als ATPase Na
+-
Ionen aus der Zelle pumpen möchte. Wird der Gradient größer und die Na
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Konzentration  in  der  Zelle  geringer,  so  könnte  das  Enzym  einen  Gang
herunterschalten und mit einer freien Ionenkoordinationsstelle gegen einen etwas
höheren  Gradienten  anpumpen.  Im  Fall  der  ATP-Synthesereaktion  wäre  ein
solches Verändern der Übersetzung ebenfalls denkbar, um leichte Schwankungen
im Membranpotential zu kompensieren.
Gegen  die  These  einer  lediglich  schwächeren  Ionenbindung  sprechen
Mutationsstudien an der H
+-ATP-Synthase aus E. coli (Gumbiowski et al., 2002).
Hier führte eine Mutation des Aspartat-61 zu einem Asparagin in der c-Untereinheit
zur Unfähigkeit des Enzyms ATP zu synthetisieren. Das System war noch in der
Lage  ATP  zu  hydrolysieren,  verlor  jedoch  seine  Fähigkeit  zum  Pumpen  von
Protonen (Fillingame et  al.,  2002;  Fillingame  et  al.,  2003).  Allerdings  ist  zu
bedenken, dass neueste Strukturdaten zeigen, dass im Falle des c-Ringes der H
+-
F1FO-ATP-Synthase von S. platensis keine Ionenkoordiantion im eigentlichen Sinne
stattfindet (Abb. 57), sondern das deprotonierte Glutamat zuerst protoniert wird und
nach der Rotation wieder deprotoniert wird.
Abb.  57: Struktur  der  H
+-Bindestelle  im  c-Ring  der  ATP-
Synthase aus S. platensis (A), Modellvorstellung für die Funktion der
H
+-Koordination und Ringrotation in S. platensis (Pogoryelov et al.,
2009).
A BDiskussion 132
Das Fehlen des Carboxylates wirkt sich daher für H
+-F1FO-ATP-Synthasen letal
aus, wohingegen bei der ionischen Koordination des Na
+ die Bindung in einer
polaren Tasche mit insgesamt 7 Aminosäuren erfolgt. In dieser polaren Umgebung
könnte das Fehlen eines Carboxylates durch die anderen Liganden kompensiert
werden und so eine schwächere Bindung ermöglichen.
4.5.  Modellvorstellungen zur Funktion der FO-Untereinheit
An  der  Ionentranslokation  ist  neben  dem  c-Ring  auch  noch  maßgebend  die
Untereinheit a beteiligt. Leider existieren keine hochauflösenden Strukturen der a-
Untereinheit, jedoch konnte durch Mutagenesestudien gezeigt werden, dass ein
zentral sitzendes Arginin essentiell für die Funktion der Untereinheit ist (Valiyaveetil
und Fillingame, 1997; Vorburger et al., 2008).
Es existieren mehrere Modelle für die Funktionsweise der FO-Untereinheit,
die zwei favorisierten sind das Modell von Junge (Junge et al., 1997) und das
Modell von Dimroth (Dimroth et al., 1998). Das Modell von Junge (Junge et al.,
1997; Junge et al., 2009) orientiert sich an der Protonentranslokation unter der
Annahme  von  drei  Eigenschaften  des  Fo-Komplexes  (vgl.  Abb  58).  Ein
elektrostatischer Zwang verhindert, dass das Carboxylat (D61) der c-Untereinheit
unprotoniert ist. Grund hierfür ist die Lage des Carboxylates in der hydrophoben
Umgebung in der Mitte der Membran. Erst wenn dieses Carboxylat durch die
Rotation  des  c-Ringes  in  Interaktion  mit  einer  hydrophilen  Region  der  a-
Untereinheit  in  Wechselwirkung  tritt,  ist  eine  Deprotonierung  möglich.  Die
Untereinheit  a  besitzt  zwei  Zugangskanäle,  einen  vom  Cytoplasma  aus
zugänglichen und einen, der vom Periplasma aus zugänglich ist. Beide reichen so
weit in die Membran hinein, dass Ionen in diesen Kanälen mit den Carboxylaten
des c-Rings interagieren können. Drittens unterliegt das c-Oligomer unter dem
Einfluss  von  Stößen  aus  der  benachbarten  Lipid-  und  Wasserphase  der
Brown’schen Molekularbewegung relativ zur Untereinheit a. Diese Bewegung bildet
die Grundlage für eine gerichtete Rotation auf der Basis der beiden erstgenannten
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Untereinheit  aufgrund  der  elektrostatischen  Wechselwirkungen  den
Interaktionsbereich zur Untereinheit a nicht verlassen kann, bewegen sich die
Fluktuationen des c-Ringes in sehr engem Rahmen. Nur wenn der elektrostatische
Zwang  durch  die  Bindung  eines  Protons  entfällt,  kann  sich  das  betreffende
Proteolipid von der Untereinheit a entfernen und sich zusammen mit dem c-Ring in
die  entsprechende  Richtung  drehen.  Die  Drehrichtung  wird  allein  dadurch
bestimmt, dass die Protonierungswahrscheinlichkeit vom Periplasma her aufgrund
des höheren Protonenpotentials deutlich höher ist.
Abb 58 Modell der Protonentranslokation (Junge et al., 2009).
Für Erläuterungen siehe Text.
Anders ausgedrückt, zählt und vergleicht die FO-Untereinheit die Anzahl der
Protonen auf beiden Seiten der Membran (Junge et al., 1997). Dabei werden
Konzentrations- und Potentialunterschiede als gleichwertig betrachtet, maßgeblich
ist ΔµH
+.
Das Modell von Dimroth (Dimroth et al., 1998) dagegen favorisiert das
Membranpotential ΔΨ als treibende Kraft für die Rotation. Anfangs wurde von
Dimroth ein Modell mit nur einem Zugangskanal in der Untereinheit a, welcher vom
Periplasma  aus  über  die  Na
+-Bindungstasche  in  der  Untereinheit  c bis  ins
Cytoplasma reicht. Ein zentrales Arginin in der Mitte des Kanals verhindert denDiskussion 134
direkten Druchfluss der  Ionen. Durch die Asymmetrie in der Untereinheit a, welche
mit einem Teil des c-Oligomers in Kontakt steht, wird die Drehrichtung des c-
Oligomers bestimmt. Ein hydrophiler Durchgang, der in Abb. 59 unterhalb des
Restes  aR227  (homolog  zu  aR210 in E.  coli)  dargestellt  ist,  erlaubt  es  der
geladenen Carboxylgruppe der Na
+-Bindungstasche, in die Grenzfläche zwischen
den  Untereinheiten  c und  a einzutreten,  um  dort  über  einen  Kanal  in  der
Untereinheit  a aus  dem  Periplasma  heraus  mit  Na
+  neutralisiert  zu  werden.
Dadurch wird eine weitere Bewegung nach links über einen hydrophoben Abschnitt
in der Grenzfläche zwischen den Untereinheiten a und c ermöglicht. Nachdem die
Untereinheit c die Grenzfläche zur Untereinheit a verlassen hat, dissoziiert das Na
+
wieder aus seiner Bindungstasche, da es jetzt wieder direkt mit dem Cytoplasma
im Gleichgewicht steht, wo die Na
+-Konzentration relativ niedrig ist. Dadurch erhält
die Na
+-Bindungstasche wieder ihre negative Ladung und eine Rückdrehung ist
nicht mehr möglich.
Neue Publikationen aus der Arbeitsgruppe von Dimroth modifizieren dieses
Modell (von Ballmoos et al., 2008a; von Ballmoos et al., 2009; Vorburger et al.,
2008). Es wird ein Kanal durch die a-Untereinheit angenommen, welcher aus zwei
Halbkanälen und einer horizontalen Verbindung besteht (Abb. 59), in welcher ein
Arginin hin- und herpendeln kann. Das Arginin in der a-Untereinheit sorgt dafür,
dass eine frei gewordene Ionenbindestelle im c-Ring nur von der periplasmatischen
Seite  aus  wieder  mit  einem  Ion  besetzt  wird,  indem  es  die  Ionenbindestelle
neutralisiert,  bis  diese  durch  die  Rotation  des  Ringes  wieder  in  den
periplasmatischen  Halbkanal  gelangt.  Das  gebundene  Ion  müsste  dann  eine
vollständige Rotation mit dem Ring unternehmen, um von einem Zugangskanal
zum nächsten zu kommen.Diskussion 135
Abb.  59 Modell  der  Na
+-Translokation in  I.  tartaricus,  (von
Ballmoos et al., 2009). Für Erläuterungen siehe Text.
Beide Modelle orientieren sich nur an den 8-kDa-Untereinheiten der F-Typ-
ATP-Synthasen. Wie verhält es sich aber bei V-Typ-ATPasen oder den zur ATP-
Synthese befähigten A-Typ-ATP-Synthasen? Zumindest unter einem sehr hohenDiskussion 136
artifiziellen Potential waren V-Typ-ATPasen zur Synthese von ATP zu zwingen und
die A-Typ-ATP-Synthase aus P. furiosus (Pisa et al., 2007) sollte zumindest nach
ihrem Stoffwechsel und der bestimmten Ringgröße (Vonck et al., 2009) zur ATP-
Synthese befähigt sein. Nach dem Modell von Junge ist das Potential also der
Ionendruck, nur verantwortlich für die Geschwindigkeit, mit der die Ionen in die
Bindungstaschen strömen, für die Rotation essentiell ist aber die Abstoßung einer
positiv geladenen Region in der a-Untereinheit und der neutralisierten Bindetasche
einer c-Untereinheit bzw. die Anziehung der leeren negativ geladenen Bindestelle
der folgenden c-Untereinheit durch ein Arginin der a-Untereinheit. Eine Erhöhung
des Membranpotentials ohne Veränderung des Ionenpotentials dürfte nach dem
Modell von Junge dann keine Einfluss auf die Fähigkeit zur ATP-Synthese haben.
Was aber der Fall ist (Dimroth et al., 2000; Turina und Melandri, 2002). Dies zeigt,
dass das Modell von Junge zumindest nicht auf Na
+-getriebene ATP-Synthasen,
bzw.  nur  auf  H
+-F1FO-ATP-Synthasen  mit  F-typischen  8-kDa-c-Untereinheiten
anwendbar ist.
Bei 18 kDa großen Untereinheiten mit nur einer Ionenbindestelle ist der
Abstand  zwischen  den  einzenen  Ionenbindestellen  doppelt  so  groß.  Da  die
ionische bzw. elektrostatische Wechselwirkung mit dem Quadrat des Abstandes
abnimmt, sollte dies gravierende Folgen für die Funktion des Enzyms haben. Die
entstehenden Kräfte müssten erheblich geringer sein, so dass keine ATP-Synthese
mehr zu erwarten wäre. Die Lösung für das Problem des größeren Abstandes
zwischen den gebundenen Ionen wäre eine Veränderung in der a-Untereinheit, so
müsste lediglich der Abstand zwischen den beiden Halbkanälen dem Abstand der
Ionenbindestellen  angepasst  sein,  um  bei  entsprechendem  Ringdurchmesser
wieder ATP-Synthese zu ermöglichen.
Maßgeblich für die Funktion des Modells nach Dimroth ist weniger die
Konzentrationsdifferenz des von der ATP-Synthase verwendeten Ions, sondern
vielmehr das elektrochemische Potential ΔΨ. Dies wird auch die Ergebnisse der
Versuche  zur  ATP-Synthese  bei  der  Na
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unterstützen, da auch hier ein ausreichendes ΔΨ ohne großes ΔpNa
+ zur Synthese
von ATP ausreichend war (diese Arbeit).
Auch wäre nach beiden Modellen ein Enzym mit einem c-Ring wie A. woodii
mit einer fehlenden Ionenbindestelle nicht zur Synthese von ATP fähig, da an einer
Stelle eine Komponente für den Antriebsrichtungsimpuls fehlt. Man könnte nun
argumentieren, dass durch die Trägheit des Moleküls der Ring diese fehlende
Positon einfach überspringe – ähnlich einer Schwungscheibe; jedoch scheint dies
energetisch nicht sehr sinnvoll und es würde auch bedeuten, dass ein stehendes
Enzym, welches zufällig mit der fehlenden Ionenbindestelle an der a-Untereinheit
zur Ruhe kommt, nicht mehr anlaufen könnte. Des Weiteren gehen beide Modelle
davon aus, dass eine nicht neutralisierte Bindetasche nicht in die Lipidphase
eintreten kann. Die zweite Bindetasche der c1-Untereinheit der Na
+-F1FO-ATP-
Synthase von A. woodii ist von dieser Annahme aber weniger betroffen, da sie kein
Carboxylat enthält. Die durch das Fehlen des Carboxylates bedingte schwächere
Polarisierung der Bindetasche würde es der Untereinheit ermöglichen, auch ohne
ein koordiniertes Ion, welches die Ladung der Bindetasche neutralisiert, in die
Lipidphase einzutreten.
Aus diesen Daten lässt sich ein Arbeitsmodell für die Funktion der Na
+-F1FO-
ATP-Synthase aus A. woodii entwickeln, das es dem Bakterium erlaubt, ohne
Veränderung  der  Untereinheitenstöchiometrie  im  c-Ring  das  Verhältnis  der
translozierten Ionen pro ATP zu variieren. Während der ATP-Synthese kann ein
elektrochemischer Na
+-Gradient zur Synthese von ATP genutzt werden. Dieser
Gradient  sorgt  dafür,  dass  auch  in  der  zweiten,  schwächer  polarisierten
Ionenbindestelle der c1-Untereinheit ein Na
+-Ion gebunden wird. Bei der ATP-
Synthese sind also alle 11 Bindestellen besetzt. Funktioniert die Na
+-F1FO-ATP-
Synthase aus A. woodii dagegen als Ionenpumpe, so führt das nun umgekehrte
Potential dazu, dass in der zweiten, schwächer polarisierten Ionenbindestelle der
c1-Untereinheit  keine  Na
+-Bindung  stattfindet.  Dies  würde  es  dem  Enzym
ermöglichen, gegen einen höheren Gradienten anzupumpen, da das Verhältnis anDiskussion 138
einer Position des Ringes nicht 3,6 Na
+ pro ATP, sondern nur 2.6 Na
+ pro ATP
beträgt, was zu einem Wachstumsvorteil bei der Anpassung an anaerobe Habitate
mit verschiedenen Na
+-Konzentrationen führen könnte. In der Tat kommen die
Bakterien mit c1-Untereinheiten auch in solchen Habitaten vor. A. woodii ist in der
Lage, sowohl in marinen Sedimenten mit relativ hoher Na
+-Konzentration als auch
in  Süßwasser-Sedimenten  autotroph  zu  wachsen  (Balch  et  al.,  1977).  N.
thermophilus wächst ebenfalls autotroph bei Na
+-Konzentrationen von 3,1 bis 4,9 M
(Mesbah  et al., 2007), also bei Konzentrationsdifferenzen von über 1,8 M. A.
metalliredigens wächst autotroph bei Na
+-Konzentrationen von 0 bis 80 g/l (Ye et
al., 2004), muss also ebenfalls über eine Strategie zur Anpassung an variierende
Na
+-Konzentrationen verfügen. Diese Gemeinsamkeiten und die Tatsache, dass
die  phylogenetische  Analyse  (Abb.  47)  der  c-Untereinheiten  nicht   auf  eine
Evolution  hin  zu  V-typischen  c-Untereinheiten,  sondern  vielmehr  auf  eine
eigenständige Anpassung hindeutet, erlauben den Schluss, dass es sich bei der
Na
+-F1FO-ATP-Synthase aus A. woodii um eine neue Untergruppe der bakteriellen
F-Typ-ATP-Synthasen handelt. Neben den bakteriellen und den mitochondrialen F-
Typ-ATP-Synthasen  könnten  die  Na
+-F1FO-ATP-Synthasen  aus A.  woodii,  N.
thermophilus und  A.  metalliredigens  eine  adaptive  Na
+-F-Typ-ATP-Synthase
darstellen, welche im Gegensatz zu den bakteriellen F-Typ-ATP-Synthasen 18-




Der  heterooligomere  c-Ring  der  Na
+-F1FO-ATP-Synthase  bietet  interessante
Einblicke in die Funktionsweise der ATP-Synthasen. Durch das Vorhandensein
einer eher V-typischen c-Untereinheit zwingt er uns, die bekannten Modelle für die
Funktion der FO-Domäne zu modifizieren. Um nun Aussagen über die Funktion des
Ringes treffen zu können, wäre es sinnvoll den Ring genetisch manipulieren zu
können. Da dies A. woodii nicht möglich ist, erscheint es am einfachsten, das
komplette Operon der ATP-Synthase mittels eines geeigneten Plasmides in einen
ATP-Synthase-negativen  Stamm  von  E.  coli  zu  transferieren.  Hier  wärenDiskussion 139
genetische Manipulationen möglich. Man könnte die Gene für die c2/3-Untereinheit
entfernen und untersuchen, ob sich ein Ring nur aus c1-Untereinheiten bildet und
ob dieses Enzym dann noch zur Synthese von ATP fähig ist.
Um die Hypothese der adaptiven Na
+-F-Typ-ATP-Synthase zu verfizieren,





Um zu ergründen, ob trotz des fehlenden Carboxylates in der c1-Untereinheit eine
Ionenkoordination möglich ist, ist eine hochauflösende 3D-Struktur des c-Ringes
notwendig. Zur Verifizierung des Modells der Na
+-Konzentrations-abhängigen Na
+-
Bindung müssten hochauflösende 3D-Strukturen des c-Ringes der Na
+-F1FO-ATP-
Synthase aus A. woodii in Abhängigkeit der Na
+-Konzentration analysiert werden.
Erste Vorarbeiten zur Erzeugung   hochauflösender Kristalle wurden bereits in
dieser Arbeit unternommen. Ein etabliertes Verfahren zur Erzeugung von 3D-
Kristallen liegt vor. Allerdings zeigten diese bisher nur eine Auflösung im Bereich
bis 4.2 Å. In der Literatur sind zwar c-Ring-Strukturen gelöst worden, bei denen die
Auflösung mit 3.8 Å nur geringfügig höher war (Vollmar 2009), jedoch ist erst bei
einer Auflösung von >2.4 Å eine zuverlässige Unterscheidung von Glutamin und
Glutamat sowie eine sichere Detektion des koordinierten Na
+ möglich.Literaturverzeichnis 140
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